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Verfahren zur simultanen Bestimmung von HiV-Antigenen und HIV-Antii<6rpern 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Diagnose einer 
HIV-lnfektion mittels eines Immunoassays durch den spe- 
zifischen Nachweis von p24-Antigen von HIV1, HIVI-Su- 
bO und/oder p26-Antigen von HIV2, mindestens einem 
Antikorper gegen den env-Bereich von HIV1, HIVI-SubO 
und/oder von HIV2 und mindestens einem Antikorper ge- 
gen den pol- und/oder gag-Bereich aus H1V1. HIVI-SubO 
und/oder HiV2, zum Diagnoseverfahren geeignete Rea- 
genzienkits und Teststreifen, sowie monoklonale Antikor- 
per gegen p24 und deren Verwendung. 
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gemaBen Verfahrens ist es moglich, bereits beim Auftreten von nur einem der oben aufgefiihrten Analyten die HIV-In- 
fektion sicher nachzuweisen. i • j 

tJberraschenderweise hat sich gezeigt, da6 durch den Nachweis von Antikorpem gegen ein Genprodukt msbesondere 
des pol-Bereichs von HIV in Kombination mit dem Nachweis von p24-Anligen von HIVl, fflVl-SubO und/oder p26- 
Antigen von HIV2 und dem Nachweis von mindestens einem Antikorper gegen den HIV-env-Bereich die bisher zu be- 5 
klagende diagnostische Liicke geschlossen werden kann. Uberraschenderweise hat. sich ein Verfahren zur Detektion ei- 
ner HIV-Infektion als besonders geeignet erwiesen, in dem Antikorper gegen die Reverse Transkriptase (RT) von HIV 
nachgewiesen werden, in Kombination mit dem Nachweis von p24- Antigen von HIVl, HIVl-SubO und/oder p26- Anti- 
gen von H1V2 und-dem Nachweis von mindestens einem Antikorper gegen den HIV-env-Bereich. 

Der Nachweis der HIV-Infektion durch den erfindungsgemaBen Kombiiest mittels Besummung der einzelnen genann- lo 
ten Parameter erfolgt simultan. Die Bezeichnung "Kombitest" bedeutet, da6 gleichzeitig lEV-Antigene und Antikorper, 
die gegen HIV-Antigene gerichtet sind, nachgewiesen werden konnen. Mit Hilfe dieses Testes konnen alle HTV-Infekti- 
onsstadien sicher erfaRt werden. Durch die erfindungsgemaBe Auswahl von Test-Antigenen hzw.-Antikorpern und den 
dazugehorigen spezifisch bindenden Rezeptoren ist es mogUch, das erfindungsgemaBe Verfahren durchzufiihren. Zudem 
ist der Nachweis von HIVl, HIVl-SubO und HIV2 mit einem einzigen Test moglich. Dariiberhinaus ist durch geeignete 15 
Wahl von Rezeptoren eine breite Erkennung von HIVl-Subtypen der HIVl-Gruppe M moglich. Der Test beruht bevor- 
zugt auf dem Prinzip des heterogenen Inununoassays. Jedocfa sind auch homogene Testfuhrungen wie beispielsweise tur- 
bidimeuische Tests, bei denen keine Trennung von fester und flUssiger Phase erfolgt, denkbar. 

ErfindungsgemaB werden im Nachweisverfahren als Rezeptoren Rl und R2 solche eingesetzt, die das zu bestimmende 
HIVl-p24- und/oder HI V2-p26- Antigen spezifisch binden. Als Rezeptoren R3 und R4 werden ein oder mehrere Anti- 20 
gene aus dem env-Bereich von HIVl, HIV2 oder HIVl-SubO verwendet (gpl60, gpl20, gp41 fur HIVl /HIVl-SubO 
und gpl40, gpllO, gp36 fiir HIV2). Bevorzugt werden als -Rezeptoren R3 und R4 gp41 und/oder gp36 oder Fragmente 
davon verwendet. Als Rezeptoren R5 und R6 werden ein oder mehrere Antigene aus dem pol- oder gag-Bereich von 
HIVl, HIV2, Oder HIVl-SubO verwendet, wobei dies nicht Epitope oder Sequenzen von p24 oder p26 sein durfen, die 
mit den Rezeptoren Rl oder R2 reagieren konnen. Bevorzugt werden als R5 und R6 Antigene aus dem pol-Bereich von 
HIV 1 , HrV2, Oder HIV 1 -S ubO eingesetzt. Besonders bevorzugt wird als Rezeptor R5 und R6 die Reverse Transkriptase 

(RT) verwendet. . • u j 

Durch die erfindungsgemaBe Kombination von Rezeptoren ist es moglich, alle Stadien der HIV-Infektion sicher zu de- 
tekneren. Es werden dadurch sowohl HIV-spezifische Analyten nachgewiesen, die nur in der Fruh- oder Spatphase der 
Infektion vorhanden sind (z. B. p24-bzw. p26-Antigen), als auch Analyten, die in der asyniptomatischen Phase auftau- 
chen und uber einen langeren Zeitraum detektierbar sind, wie beispielsweise Antikorper gegen die env-Genprodukte 
gpl60, gpl20 Oder gp41 und Antikorper gegen die pol-Genprodukte Reverse Transkriptase, Integrase oder Protease oder 
Antikorper gegen die gag-Genproduktepl7 Oder pl5. ^ 

Durch geeignete Walil der Rezeptoren konnen, falsch gewiinscht, mit einem einzigen Test Infektionen nut HIVl, 
HIV2 und HIVl-SubO einschlieSlich aller ffl\a-Subtypen der Gruppe M nachgewiesen werden, Fiir eine solche Test- 35 
fiihrung konnen als Rezeptoren Rl und R2 solche ausgewahlt werden, die spezifisch das p24-AnUgen von HIVl binden. 
Rl und R2 werden in diesem Fall so gewahlt, daB sowohl HIVl-p24 als auch fflVl-SubO-p24 erkannt und gebunden 
wird. Dabei kann es notwendig sein, mehrere verschiedene Rezeptoren fur Rl und R2 zu verwenden, um alle HIVl 
Gruppe M Subrypen und den HIVl Subtyp O zu detektieren. Zusatzlich werden beim gleichzeitigen Nachweis von 
HIVl, HIV2 und HIVl-SubO entweder entsprechende kreuzreagierende oder weitere Rezeptoren Rl und R2 eingesetzt, 40 
die spezifisch auch das p26-Antigen von HIV2 erkennen. Die Anzahl der insgesamt zu verwendenden Rezeptoren Rl 
und R2 ist abhangig von der Kreuzreaktivitat bzw. Homologie der gewahllen Epitope. Durch gunstige Auswahl ist es 
mogHch, die Anzahl der verwendeten Rezeptoren zu reduzieren. Als Rezeptoren R3 und R4 konnen solche eingesetzt 
werden, die Antikorper gegen env-Genprodukte von HIVl und HIVl-SubO spezifisch binden. Besonders geeignet ist 
hierbei'das gp41-Antigen (HIVl bzw. HIVl-SubO) oder Fragmente bzw. Epitope hiervon. Als weitere Rezeptoren R3 45 
und R4 werden solche Rezeptoren eingesetzt, die Antikorper gegen env-Genprodukte von HIV2 spezifisch erkennen. Als 
besonders geeignet erweist sich hierbei das gp36- Antigen oder Fragmente bzw. Epitope hiervon. Als Rezeptoren R5 und 
R6 konnen solche Rezeptoren ausgewahlt werden, die Antikorper gegen gag- oder pol-Genprodukte von HIVl und 
HIVl-SubO spezifisch erkennen - mit Ausnahme der Epitope von p24, die mit den Rezeptoren Rl oder R2 reagieren 
konnen. Zusatzlich- konnen fur die HIV2-Erkennung weitere Rezeptoren R5 und R6 verwendet werden, die Antikorper 50 
gegen gag- oder pol-Genprodukte von HIV2 spezifisch binden. Bevorzugt fur aUe Rezeptoren R5 und R6 sind solche, die 
Antikorper gegen die pol-Genprodukte von HIVl und HIVl-SubO bzw. von HIV2 erkennen. Von den Rezeptoren R5 
und R6 gegen die drei moglichen pol-Genprodukte Reverse Transkriptase, Integrase und Protease werden besonders be- 
vorzugt solche Rezeptoren verwendet, die Antikorper gegen die Reverse Transkriptase erkennen. 

Gegenstand der Erfindung ist auch das oben beschriebene Verfahren zum Nachweis einer HIV-Infektion, wobei die 55 
Rezeptoren Rl und R2 jeweils als einzelne Rezeptoren oder in Form von Gemischen verschiedener Rezeptoren einge- 
setzt werden. Bei Verwendung von Gemischen erkennen die Rezeptoren bevorzugt unterschiedliche Epitope des p24 
bzw. p26. 

Der Einsatz der Rezeptorgemische dient dazu, die Erkennung verschiedener HIV-Subtypen - im Falle des p24 Anti- 
gens die Erkennung von mVl Gruppe M Subtypen und HIVl-SubO - mit einer einzigen Testzusammensetzung zu ge- 

wahrleisten. ' j t • j 

ErfindungsgemaB konnen mit dem Nachweisverfahren auch Infektionen mit dem HIVl-Subtyp O detektiert werden. 
AuBerdem konnen mit dem Nachweisverfahren erfindungsgemaB auch Infektionen mit den HIVl-Subtypen der 
Gruppe M nachgewiesen werden. 

ErfindungsgemaB kOnnen daher auch die Rezeptoren R3, R4, R5 und R6 jeweils in Form von Gemischen verschiede- 
ner Rezeptoren eingesetzt werden, um zu gewahrleisten, daB HIV1-, HIVl-SubO- und HIV2-positive Proben in einem 
Testansatz sicher erkannt werden. Es muB jedoch auch immer gewahrleistet sein, daB sich die verschiedenen Rezeptoren 
gegenseitig nicht wesentlich in ihrer Bindung um das nachzuweisende Antigen bzw. den nachzuweisenden Anukorper 
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behindera. Bevorzugt werden als Rezeptoren R3 und R4 solche eingesetzt, die jeweils die gleichen Epitope prasentieren. 
Dadurch wird gewahrleistet, daB die anligenbindenden Teile des nachzuweisenden Antikorpers die beiden Rezeptoren 
R3 und R4 verbruckt. Je nach Anforderung konnen aber auch Rombinauonen verschiedener Epitope venvendet werden. 
Beispielsweise konnte als R3 rekombinantes gp41 und als R4 Peptide, die vom gp41 abgeleitet sind, oder Polyhaptene - 
5 wie sie in der WO 96/03652 beschrieben sind - eingesetzt werden. Das gleiche gilt fiir die Rezeptoren R5 und R6. Je 
nach Anforderung konnen Roinbinationen verschiedener Epitope verwendet werden. Jedoch werden auch hier bevorzugt 
solche Rezeptoren eingesetzt, die die gleichen Epitope darstellen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird im allgemeinen als NaBtest durchgefuhrt. Neben den sogenannten NaBtesten, 
bei denen die Testreagenzien in flussiger Phase vorliegen, konnen auch alle gangigen Trockentestformate, die zum Nach- 

10 weis von Proteinen bzw. Antikorpem geeignet sind, verwendet werden. Bei diesen Trockentests oder Teststreifen, wie sie 
beispielsweise in der EP-A-0 186 799 beschrieben sind, sind samdiche Testkomponenten auf einem Trager aufgebracht. 

Beim erfindungsgemaBen Verfahren, das bevorzugt als heterogener Immunoassay durchgefuhrt wird, erfolgt der 
Nachweis der Antigene durch die Rezeptoren Rl und R2 nach dem Sandwich-Prinzip. Das nachzuweisende Antigen 
(hier: p24 bzw. p26) wird von Rl und R2 in Form eines Sandwiches von zwei Seiten gebunden. Die Bindung der Anti- 

15 korper durch die Rezeptoren R3, R4, R5 und R6 erfolgt nach dem Prinzip des BrUckentests. Der zu detektierende Anti- 
korper verbruckt die Rezeptoren R3 und R4 miteinander. Das gleiche gilt fur die Rezeptoren R5 und R6. Beide Testfuh- 
rungen, der Sandwich- und der Bruckentest, sind gieichzeitig im gleichen Ansatz durchfuhrbar, ohne daB die beiden Prin- 
zipien sich gegenseitig storen. Es ist daher auch moglich, alle Rezeptoren mit der Probe zusammen zu inkubieren und das 
Verfahren in wenigen Stufen durchzufuhren. LedigUch vor der Nachweisreaktion ist ein Wasch-Schritt zur Abirennung 

20 der ungebundenen Rezeptoren und Probenbestandteile von Vorteil, aber nicht unbedingt notwendig. Die Rezeptoren Rl, 
R3 und R5, die mit der Festphase bindefahig sind, konnen- in flussiger Phase oder bereits an die Festphase gebunden vor- 
liegen. Bevorzugt werden alle Rezeptoren Rl bis R6 zusammen inkubiert. Dabei kann die Festphase, an die Rl, R3 und 
R5 binden konnen, bereits anwesend sein oder erst spater zugegeben werden oder per Diffusion oder Transfer erst spater 
erreicht werden, 

25 Bei der Inkubation bildet sich der Sandwich zwischen Festphase • Rl • p24(p26) • R2, die Briicke zwischen Festpha- 
se • R3 • HIV-Anti-env-Antikoiper • R4 und die Briicke zwischen Festphase • R5 • HIV- An ti-gag/polAntikorper • R6 
aus.-AnschlicBcnd wird im Fallc des hctcrogcncn Immunoassays die fcstc von dor flussigcn Phase gctrcnnt, gcgcbcncn- 
falls die teste Phase gewaschen und die Markierung von R2, R4 und R6 bestimmt. Die Markierung wird zumeist an der 
festen Phase gemessen, sie kann jedoch auch in der flussigen Phase bestimmt werden. 

30 Liegen einer oder mehrere der Rezeptoren R1,'R3 und R5 bereits in festphasengebundener Form vor, so werden die 
Probe und die entsprechenden Rezeptoren, d. h. R2, R4 und R6 zu den festphasengebundenen Rezeptoren Rl, R3 und R5 
dazugegeben und zusammen inkubiert. Es ist aber auch moglich, die Probe zuerst mit den Rezeptoren Rl, R3 und R5 in 
An- Oder Abwesenheit der Festphase zusammenzubringen und erst in einem nachfolgenden Schritt die Rezeptoren R2, 
R4 und R6 zuzugeben. 

35 Ebenfalls ein Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von Antikorpem gegen HIV mittels eines Im- 
munoassays, das dadurch gekennzeichnet ist, daB die Rezeptoren R3, R4, R5 und R6 eingesetzt werden. Die Rezeptoren 
Rl und R2 kommen bei diesem reinen Andkorpemachweis nicht zum Einsatz. Als Rezeptoren R3 und R4 werden wie im 
zuvor beschriebenen Kombitest ein oder mehrere Antigene aus dem env-Bereich von HIVl, PHV2 oder HIVl-SubO ver- 
wendet (gpl60, gpl20, gp41 fur HIVl/HIVl-SubO und gpl40, gpllO, gp36 fiir HIV2). Bevorzugt werden als Rezepto- 

40 ren R3 und R4 gp41 und/oder gp36 oder Fragmente davon verwendet. Als Rezeptoren R5 und R6 werden wie im zuvor 
beschriebenen Kombitest ein oder mehrere Antigene aus dem pol- oder gag-Bereich von HIVl, HIV2, oder mVl-SubO 
verwendet. Bevorzugt werden als R5 und R6 Antigene aus dem pol-Bereich von HIVl, HIV2, oder HIVl-SubG einge- 
setzt. Besonders bevorzugt wird als Rezeptor R5 und R6 die Reverse Transkriptase (RT) verwendet. 

Die DurchRihning des Antikorpernachweises, die Testformate sowie die Eigenschaften der verwendeten Rezeptoren 

45 sind analog zum Kombitest, so dafi sie hier nicht gesondert aufgefiihrt werden. Die im folgenden gemachten Ausfuhrun- 
. . gen zu den Rezeptoren Rl und R2 gelten fiir den weiter oben beschriebenen kombinierteii Nachweis (Kombitest) von 
HTV-Antikorpem und HTV-Antigenen. Die Ausfiihrungen fur die Rezeptoren R3, R4, R5 und R6 gelten sowohl fiir den 
Kombitest als auch fur das Verfahren zum Nachweis von HIV-Antikorpern. 

Wesentlicher Bestandteil von Rezeptor Rl ist ein Antikorper, der spezifisch das p24- Antigen von HIVl und gegebe- 

50 nenfalls von HIVl-SubO oder das p26-Antigen von HIV2 bindet. Es konnen Antikorper aller Subklassen, die mit dem 
p24 Oder dem p26 spezifisch bindefahig sind, verwendet werden. Statt der voUstandigen Antikorper konnen selbstver- 
standlich auch deren Fragmente, wie Fab-, Fab'- oder F(ab')2-Fragmente, verwendet werden. Die Antikorper konnen po- 
lyklonal sein, sofem sie keine Kreuzreakdvitat zu ubrigen Testbestandteilen zeigen. Da an die Spezifitat der Anti-p24- 
bzw. Anti-p26-Antikorper bezuglich der HTV-Subtypenerkennung hohe Anforderungen zu stellen sind, werden jedoch 

55 bevorzugt monoklonale Antikorper eingesetzt. Gegenstand der Erfindung sind daher auch monoklonale Antikorper ge- 
gen das p24- Antigen. Die Eigenschaften dieser Antikorper werden in einem spateren Abschnitt naher eriautert. 

Rl kann entweder direkt an die Festphase gebunden sein, oder die Bindung an die Festphase erfolgt indirekt Uber ein 
spezifisches Bindungssystem. Die direkte Bindung von Rl an die Festphase erfolgt nach dem Fachmann bekannten Me- 
thoden. Wird die Bindung indirekt uber ein spezifisches Bindungssystem durchgefuhrt, so ist Rl ein Konjugat, das aus 

60 einem Antikorper gegen p24 bzw. gegen p26 und einem Reaktionsparl.ner eines spezifischen Bindungssystems hesteht. 
Unter einem spezifischen Bindungssystem werden hier zwei Partner verstanden, die spezifisch miteinander reagieren 
konnen. Das Bindungsvermpgen kann dabei auf einer immunologischen Reaktion oder auf einer anderen spezifischen 
Reaktion beruhen. Bevorzugt wird als spezifisches Bindungssystem eine Kombination von Biotin und Avidin oder Biotin 
und Streptavidin verwendet. Weitere bevorzugte Kombinationen sind Biotin und Antibiodn, Hapten und Anti-Hapten, 

65 Fc-Fragmeni eines AntikGrpers und Antikorper gegen dieses Fc-Fragment oder Kohlenhydrat und Lectin. Einer der Re- 
akdonspartner dieses spezifisch bindefahigen Paares ist dann Teil des Konjugates, das den Rezeptor Rl bildet. 

Der andere Reaktionspartner des spezifischen Bindungssystems fiir Rl liegt als.Beschichtung der festen Phase vor. 
Die Bindung des anderen Reaktionspartners des spezifischen Bindungssystems an ein unloshches Tragermaterial kann 
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nach den ublichen, dem.Fachmann bekannten Methoden vorgenommen werden. Hierbei ist sowohl eine kovalente ais 
auch eine adsorptive Bindung geeignet. Als feste Phase geeignet sind Reagenzglaschen oder Mikrotiterplatten aus Poly- 
styrol oder ahnlichen Kunststoffen, die an der Innenoberfiache mit einem Reaktionspartner des spezifischen Bindungs- 
systems beschichtet sind. Weiierhin geeignet und besonders bevorzugt sind teilchenfomiige Substanzen, wie beispiels- 
weise Latexpartikel, magnetische Partikel, Molekularsiebmaterialien, Glaskorperchen, Kunstsloffschlauche und derglei- 5 
chen. Auch porose, schichtfonnige Trager wie Papier konnen als Trager ven\'endet. werden. Besonders bevorzugt werden 
magnetische Kiigelchen (sogenannte Beads) verwendet, die wiederum mit dent entsprechenden Bindepartner des oben 
beschriebenen spezifischen Bindesysteins beschichtet sind. Diese Mikropartikel konnen dann nach Ablauf der Testreak- 
tion fur die DurchFuhrung der Nachweisreaktion beispielsweise durch Filtration, Zentritugation oder im Falle der magne- 
tischen Partikel durch einen Magneten von der flussigen Phase geuennt werden. lO 

Der Rezeptor R2 besteht aus einem Antikorper, der spezifisch das p24-Antigen von IIIVl und gegebenenfalls von 
HTVl-SubO oder das p26-Antigen von HIV2 bindet, und einer Markierung. Es konnen - wie beim Rezeptor Rl - Anti- 
korper aller Suhklassen, die mit dem p24 oder dem p26 spezifisch hindefahig sind, verwendet werden. Statt der vollstan- 
digen Antikorper konnen auch hier deren Fragmente, wie Fab-, Fab'- oder F(ab')2-Fragmente, verwendet werden. Die 
Antikdrper konnen polyklonal oder monoklonal sein. Bevorzugt werden wie bei Rl monoklonale Antikorper eingesetzt. 15 
Besonders bevorzugt werden auch bei R2 die in einem spateren Abschnitt beschriebenen erfindungsgem^Ben monoklo- 
naien Antikorper gegen das p24-Antigen verwendet. Entscheidend ist, daB die in Rl und R2 eingesetzten Antikorper 
mindestens 2 verschiedene Epitope des p24- bzw.- des p26-Antigens erkennen. Beide Rezepioren Rl und R2 mussen 
gleichzeitig spezifisch an p24 oderp26 binden konnen, um den Sandwich auszubilden. Die von den Antikorper-Bestand- 
teilen in Rl und R2 erkannten Epitope mussen sich also raumbch voneinander getrennt befinden. Das heiBt, dafi die von 20 
R 1 und R2 erkannten Epitope zwar iiberlappen durfen, jedoch muB gewahrleistet sein, da8 beide Rezeptoren gleichzeitig 
an das p24 bzw. p26-Epitop binden konnen. Bedingung ist immer, daB sich die beiden Rezeptoren in ihrem Bindungs- 
verhalten an p24 bzw. p26 gegenseitig nicht wesentlich behindem. 

Beim Einsatz von Rezeptorgemischen fiir Rl und R2 ist es auch moglich, die gleichen Rezeptoren sowohl fiir Rl als 
auch fur R2 zu verwenden. Eine bestimmte Anzahl an Rl-Rezeptoren ware dann mit der Festphase bindefahig, die ver- 25 
bleibenden Rl-Rezepioren waren nicht mit der Festphase bindefahig und wurden statt dessen die Markierung tragen. Das 
glcichc gilt dann fur R2. Der Sandwich kann .sich dann sowohl in der Oricnticrung Festphase • Rl ■ p24 ■ R2 als auch in 
der Orientierung Festphase • Rl(R2-Epitop) • p24 • R2(Rl-Epitop) ausbilden. 

Ein weiterer Bestandteil des Rezeptors R2 ist die Markierung. Bevorzugt wird als Markierung eine direkt nachweis- 
bare Substanz, beispielsweise eine chemilumineszierende, elektrochemilumineszierende, fiuoreszierende oder radioak- 30 
live Substanz oder ein Metailsol-, Latex- oder GoldparUkel eingesetzt. Weiterhin bevorzugt als Markierung sind Enzyme 
Oder andere Molekule wie Haptene (z. B. Digoxigenin) oder Ruoreszenzfarbstofife, beispielsweise Ruorescein. Eine be- 
sonders bevorzugte Markierung sind elektrochemilumineszierende Metallchelate wie sie in der WO 96/03651 beschrie- 
ben sind. Als Metallchelate werden bevorzugt Rudieniumkomplexe eingesetzt, die ebenfalls in der WO 96/0365 1 offen- 
bart sind. Die Verfahren zur Markierung sind dem Fachmann gelaufig und bediirfen hier keiner weiteren Erklarung. Der 35 
Nachweis der Markierung erfolgl in an sich bekannter Weise direkt durch Messung der chemilumineszierenden, fluores- 
zierenden oder radioaktiven Substanz oder des Metailsol-, Latex- oder Goldpartikels oder durch Messung des durch das 
Enzym umgesetzten Substrats. 

Der Nachweis der Markierung kann auch auf indirekte Weise erfolgen. Dabei bindet ein weiterer Rezeptor, der selbst 
wiederum mit einer signalerzeugenden Gruppe gekoppelt ist, spezifisch an die Markierung von R2, beispielsweise ein 40 
Hapten wie Digoxigenin. Die Herstellung von haptenmarkierten und insbesondere digoxigenimnarkierten Rezeptoren 
wird in der WO 96/03423 beschrieben. 

Der Nachweis der signalerzeugenden Gruppe, beispielsweise eine elektrochemilumineszierende, fiuoreszierende oder 
radioaktive Substanz oder ein Enzym oder Goldpartikel, erfolgt nach dem Fachmann geliiufigen Methoden. Als weiterer 
Rezeptor kann beispielsweise ein Antikorper oder ein Antikorperfragment eingesetzt werden, der spezifisch an die Mar- 45 
kierung von R2 bindet. Wird dieser indirekte Nachweis der Markierung verwendet, so ist die Markierung von R2 bevor- 
zugt Digoxigenin oder ein anderes Hapten, und der Nachweis erfolgt iiber einen Antikorper, der gegen Digoxigenin oder 
gegen das Hapten gerichiet ist und mit Peroxidase oder einer anderen Markierung wie oben beschrieben markiert ist. 

Bevorzugt werden als Bestandteile der Rezeptoren Rl und R2 monoklonale Antikorper oder deren Fragmente einge- 
setzt. Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher auch monoklonale Antikorper, die das p24-Antigen von HIVl 50 
spezifisch mit ausreichend hoher Affinitat zur Ausbildung eines Sandwichs binden. Die monoklonalen Antikorper kon- 
nen dadurch in alien dem Fachmann gelaufigen Tests zum Nachweis eines Proteins wie beispielsweise im Sandwich-Test 
verwendet werden. 

Die erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper konnen alien moglichen Immunglobulinklassen (Ig) angehoren. 
Bevorzugt gehoren die monoklonalen Antikorper der IgGl-Klasse an. Die Kopplung von weiteren Komponenten wie 55 
beispielsweise Markierungen wie Enzyme oder Haptene oder Bindepartner, die zur Bindung des Antikorpers an eine 
Festphase bei heterogenen Immunoassays ben5tigt werden, kann bevorzugt an IgGl- Antikorper erfolgen. Auch die Her- 
stellung von Antikorper- Fragmenten wie beispielsweise F(ab')2-, Fab'- oder Fab-Fragmenten ist bei der IgGl-Klasse un- 
problematisch . 

RrfindungsgemaB werden unter der Bezeichnung "monoklonaler Antikorper" sowohl der vol 1 standi ge Antikorper als 60 
auch alle bei Immuntests und sonsLigen Verwendungen gangigen Fragmente davon, wie F(ab')2-, Fab'- oder Fab-Frag- 
mente, verstanden. UmfaBi sind auch solche Antikorper, die durch Veranderung der nionoklonalen Antikorper hergestellt 
wurden, solange die Anngenbindeeigenschaft nicht entscheidend beeinfluBt wurde. Beispielsweise konnen durch gen- 
technologische MaBnahmen Teile der normalerweise in Mausen hergestellten monoklonalen Antikorper durch entspre- 
chende humane Antikorpersequenzen ersetzt werden, um unspezifische Bindungen im Immunoassay zu minimieren. 65 
Verfahren zur Herstellung solcher chimarer monoklonaler Antikorper sind dem Fachmann beispielsweise aus Antibody 
Engineering, J. Mc Cafferty, H.R. Hoogenboom und D.J. Chiswell, The Practical Approach Series, Series Editor: B.D. 
Hames, Oxford University Press, 1996, bekannt. 
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Enlscheidend fiir die Eignung der Antikorper sind die Epitope des p24, die von den Anlikorpem erkannt werden, da 
diese fur die Erkennung aller Subtypen entscheidend sind. Fiir die p24-Epitope wurde die Strukturinformation aus Gitti 
et al (Science 1996, Vol 273, S. 231-235) zugrundegelegi. ErfindungsgemaC sind demnach auch anders erzeugte Anti- 
korper, die die gleichen Epitope wie die im folgenden beschriebenen Antikorper oder zu diesen iiberlappende Epitope er- 
kennen. Die Epitope lassen sich beispielsweise durch die Pepscan-Methode charakterisieren. Im Beispiel 4 der vorlie- 
genden Anmeldung ist die genaue Vorgehensweise bei der Epitop-Kartierung der erfindungsgemaBen Antikorper be- 
schrieben. Bevorzugt wird der Epitopbereich des p24, an den die erfindungsgemaBen Antikorper binden, ausgewahlt aus 
der Gruppe der folgenden Aminosauresequenzen. Diese Sequenzen sind auch im Sequenzprotokoll unter SEQ ID NO 1- 
36angegeben. 
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Sequenz 


. Peptid 


SEQ ID NO 




DKGNSSQVSQNYPIVQNLQGQMVHQ 








• NYPIVQNLQGQMVHQAISPRTLNAW 


2 


2 


5 


QMVHQAISPRTLNAWVKVIEEKAFS 


3 


3 




TLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFSAL 


■4 


V 4"' ' 




EKAFS PEVI PMFSALSEGATPQPLN 


5 


: :'5''-.^ ■ .'."./■ 


10 


MFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQ 


6 


6 ; ..•^■■■•■. ^ 




PQDLNTMLNTyGGHQAAMQMLICETI 




■■ ' ' 7; ' 


15 


VGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRV 


8 


B ' ' ' 


LKETINEEAAEWERVHPVHAG? lAP 


9 


9 




EWDRVHPVHAGPIAPGQMREPRG3D 


10 


10- 


20 


. GPIAPGQMREPRGSDIAGTTSTLQE 


11 


11' 




PRGSDIAGTTSTLQEQIGWMTNNPP 


12 


. 12 / : 




STLQEQIGWMTNNPP i PVGE I YKRW 


13 


,13- ■ 




TNNPPIPVGEIYKRWI ILGLNKIVR 


14. 


' , 14 




lYKRWIILGLNKIVRMYSPVSILDI 


15 


15 




. NKIVRMYSPVSILDIRQGPKEPFRD 


16 


16 


30 


. SILDIRQGPKEPFRDYVDRFYICTIiR 


■ 17 . 


. 17 




EPFRDYVDRPYKTLRAEQASQEVKN 


18 


18 




YKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQN 


19 


19 


35 


QEVKNWMTETLLVQNANPDCKTILK 


20 


20 




LLVQNANPDCKTI LKALGPAATIiEE 


21 


21 


40 


KTILKALGPAATLEEMMTACQGVGG 


22 


22 




ATLEEMMTACQGVGGPGHKARVLAE 


23 


23 




QGVGGPGHKARVLAEAMSQVTNSAT 


24 


24 


45 


RVLAEAMSQVTNSATIMMQRGNFRN 


25 


25 




TNSATIMMQRGNFRNQKKTVKCFNC 


26 


26 




GNFRNQKKTVKCFNCGKEGHIAKNC 


27 


27 


50 


KCFNCGKEGHIAKNCRAPRLKGCWK 


28 


28 




lAKNCRAPRLKGCWKCGKEGHQMKD 


. 29 


29 


55 


KGCWKCGKEGHQMKDCTERQANFLGKI 


30 


30 


QAI SPRTLKAWVKVI 


3A 


31 




ISPRTLNAWVK 


3B 


32 




INEEAAEWDRVHPVH 


9A 


33 




EEAAEWDRVHP 


9B 


34 




TRQGPKEPFRDYVDR 


17A 


35 


65 


QGPKEPFRDYV 


17B 


36 
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Gegenstand der Erfindung sind monoklonale Andkorper gegen HIVl p24-Andgen, die die p24-Epitope gemaB SEQ 
ID NO: 1-36 spezifisch binden. 

Weiterhin sind Gegenstand der Erfindung monoklonale Andkorper gegen HT/l p24-Andgen, die die p24-Epitope ge- 
miiB SEQ ID NO: 3, 9, 17, 31 oder 34 spezifisch binden. Diese Sequenzen sind in der obigen Aufstellung fett hervorge- 
5 hoben. 

AuBerdem sind die Epitope des p24 gemaB SEQ ID NO: 3, 9, 17, 31 oder 34 Gegenstand der Erfindung. 
Die erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper konnen bei spiels weise aus den Zellinien MAk<p24>M-6A9/5, 
MAK<p24>M-4Bl/L MAK<p24>M-6D9/4, MAK<p24>M-2E7/3 oder MAK<p24>M6A9/5 hergestellt werden. Die 
monoklonalen Antikorper MAK<p24>M-4B 1/1 (Hinterlegungsnummer DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hin- 
10 terlegungsnummer DSM ACC2300) und MAK<p24>M-2E7/3 (Hinterlegungsnununer DSM ACC2301), wurden am 
26.02.1997 bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikrooiganismen und ZellkuLturen Gmbll, Mascheroder Weg lb, 
D-38124 Braunschweig) hinterlegt. Der monoklonale Antikorper MAK<p24>M6A9/5 wurde am 11.06.1997 bei der 
DSMZ unter der Hinterlegungsnummer DSM ACC2310 hinterlegt. 

Mit dem in Beispiel 4 beschriebenen Epitopkartierungsverfahren wurde festgestellt, daB die Andkorper; die von der 
15 Zellinie MAK<p24>M-6A9/5 produziert werden, kein sequendelles Epitop erkennen, sondem an ein Konformadonsepi- 
top des p24 binden. 

Mit dem gieichen Verfahren wurde festgestellt, daB die Antikorper, die von der ZeUinie MAK<p24>M-2E7/3 (DSM 
ACC2301) produzien werden, an das Epitop binden, das einem Peptid gem^ SEQ ID NO: 9 entspricht (p24-Su:uktur- 
information gemaB Gitti et al 1996, Science 273, 231-235). Es konnte auBerdem gezeigt werden, daB das eigendiche 
20 Epitop noch kleiner ist. Zur spezifischen Bindung des MAK<p24>M-2E7/3 an p24 ist ein nur 11 Aniinosauren umfas- 
sendes Epitop gemaB SEQ ID NO: 34 ausreichend. 

Mit dem gieichen Verfaliren wurde festgestellt, daB die Antikorper, die von der Zellinie MAK<p24>M-6D9/4 (DSM 
ACC2300) produziert werden, an das Epitop binden, das einem Peptid gemaB SEQ ID NO: 3 entspricht. AuBerdem 
konnte gezeigt werden, daB das fiir die spezifische Bindung erforderhche Epitop noch kleiner ist: Zur spezifischen Bin- 
25 dung des MAK<p24>M-6D94 an p24 ist ein 15 Aminosauren umfassendes Epitop gemaB SEQ ID NO: 31 ausreichend. 
Mil dem gieichen Verfahren wurde festgestellt, daB die Antikorper, die von der Zelhnie MAK<p24>M-4Bl/l (DSM 
ACC2299) produacrt werden, an das Epitop binden, das cincm Peptid gemaB SEQ ID NO: 17 entspricht. 

Die von den Zellinien MAK<p24>M-4Bl/l und MAK<p24>M-6D9/4 produzierten Antikorper binden nicht nur die 
zuvor charakterisierten p24-Epitope von HIVl, sondem auch von HIVl-SubO. Fur die gleichzeitige Erkennung des p24- 
30 Antigens von HIVl und HIVl-SubtypO sind daher besonders die von diesen Zellinien produzierten Antikorper geeignet. 
In Beispiel 5 ist die Austestung der erfindungsgemaBen Antikorper in Bezug auf die p24-Subtypenerkennung dargestellt. 
Von den beiden Antikorpem wird MAK<p24>M-4B 1/1 bevorzugt auf der Festphasen-Seite, d. h. als Rezeptor Rl einge- 
seizt, und MAK<p24>M-6D9/4 wird bevorzugt als Kezeptor R2 verwendet. 

Besonders bevorzugt werden fur eine effektive gleichzeitige Erkennung von HIVl und HTVl-SubO die Antikorper 
35 MAK<p24> 4B1/1 und MAK<p24>6A9 als Rl und MAK<p24>2E7/3 und MAK <p24>6D9/4 als R2 eingesetzt, da so 
die umfassendste Erkennung verschiedener HIVl und HIVl-Subtyp O Virusisolate enreicht wird (siehe Beispiel 5). 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Antikorper. bevorzugt monoklonale Antikorper, die in aquivalenter Weise an 
p24 binden, wie die monoklonalen Antikorper MAK<p24>M-6A9/5 (DSM ACC2310), MAK<p24>M-4Bl/l PSM 
ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (DSM ACC2300) oder MAK<p24>M-2E7/3 (DSM ACC2301), Unter "in aquivalen- 
40 ter Weise binden" wird verstanden, daS diese Antikorper mit gleich hoher oder vergleichbar hoher Affinitat an p24 wie 
die hinterlegten monoklonalen Antikorper binden. Dies kann beispielsweise durch entsprechende Versuche am BIAco- 
re® Oder auch mit dem 2-Schritt-Sandwich-ELISA gemaB Beispiel 4 festgestellt werden. 

Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Antikorper, bevorzugt monoklonale Antikorper, die an die gieichen Epitope 
an p24 binden, wie die hinterlegten Antikorper MAK<p24>M-6A9/5 (DSM ACC23 10), MAK<p24>M-4Bl/l (DSM 
45 ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (DSM ACC2300) oder MAK<p24>M-2E7/3 (DSM ACC2301). Dies kann durch Be- 
stimmung der Kreuzreaktivitat der Antikorper, beispielsweise durch Kompetitionsexperimente im ELIS A oder mit dem 
BIAcore®-System festgestellt werden. Bevorzugt besitzen diese Antikorper ebenfalls eine hohe Affinitat zu p24. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung mindestens von einem der in den oberen Abschnitten be- 
schriebenen Antikorpem in einem diagnostischen Test zum Nachweis einer HTV-Infektion. Ebenfalls Gegenstand der Er- 
50 findung ist die Verwendung der beschriebenen Antikorper in dem weiter oben erlauterten erfindungsgemaBen Kombitest 
zum Nachweis einer HIV-Infektion. 

Die erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper konnen in an sich bekannter Weise durch Immunisienmg mit iso- 
liertem p24 (aus humanem Gewebe isoliert oder rekombinant) in geeigneten Versuchstieren wie beispielsweise Mause, 
Ratten, Kaninchen und anschtieBender Fusion der Milzzellen der immunisierten Tiere mit Myelomzellen hergestellt wer- 
55 den. Neben Milzzellen als Lymphocyten-Quelle konnen auch periphere Blut-Lymphocyten (PEL) oder Lymphknoten- 
Zellen von immunisierten 'lieren (bevorzugt: Maus oder Ratte) verwendet werden. Anstelle von isoliertem p24 konnen 
zur Inxmunisierung auch synthetische, von p24 abgeleitete Peptide, die aUeine oder an Trager gekoppelt verwendet wer- 
den, zur Erzeugung der gewunschten Antikorper verwendet werden. 

Alternativ konnen auch Lymphocyten von humanen Spendem, die Antikorper gegen p24 entwickelt haben, immorta- 
60 lisiert werden. Solche Ant,i-p24- Antikorper produzierenden T.ymphocyten konnen entweder durch Fusion mit einer hu- 
manen Myelom-Zellinie oder durch Epstein-Barr- Virus (EBV)-Transformation zu Antikorper-produzierenden Hybri- 
dom-Zellen immortalisiert werden (Monoclonal Antibody and Immunosensor Technology, A.M. Campbell, Elsevier 
Verlag 1991; Monoklonale Antikorper, J.H. Peters, H. Baumgarten, Springer Verlag 1990; Monoclonal Antibody Pro- 
duction Techniques and Apptications, ed. Lawrence B. Schook, Marcel Dekker Verlag 1987). 
65 Wesenthcher Bestandteil von Rezeptor R3 ist ein Antigen, das mit den zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem 
HIVl- bzw. HIVl-SubO- und/oder HIV2-env-Bereich gerichteten Antikorpem spezifisch bindefahig ist. Das Antigen ist 
bevorzugt bindefahig mit Antikorpem, die gegen gp41 oder gpl20 (HIVl) bzw. gp36 oder gpllO (HIV2) gerichtet sind, 
besonders bevorzugt bindefahig mit Antikorpem, die gegen gp41 bzw. gp36 gerichtet sind. Unter dem Begriff "Antigen" 
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ist ein Molekul zu verstehen, das zu einer speafischen Bindung mil einem gegen ein HIV-env-Genprodukt gerichteten 
Antikorper fahig ist. Das Antigen kann dabei dem naturlichem Antigen enisprechen. Es kann also aus dem Virus isolien 
Oder rekombinant hergesteUt worden sein. Es konnen auch syntlietische oder rekombinani hergesteUte Pepude eingesetzt 
werden die in der Lage sind, die zu bestimmenden Antikorper spezifisch zu binden. Das Antigen kann auch durch andere 
Liganden wie beispielsweise Lipide oder Zucker derivatisiert worden sein. Auch Aminosaureaustausche (D- und L-Ami- 
nosauren oder verwandte Molekiile) oder Deledonen oder Insertionen von Aminosauren sind moglich. Weitere, fur die 
Testfuhrung vorteilhafte Modifikationen des Antigens wie z. B. durch die in der WO 96/03652 beschriebene Hersiellung 
von Polyhaptenen, konnen vom Fachmann leicht herausgefunden werden. Einzige Voraussetzung ist, daB die zu bestim- 
menden Antikorper trotz der Modifikationen immer noch spezifisch an das modifizierte AnUgen binden konnen. Das 
heifit die BindungssteUe fur den oder die Anukorper muB auf dem Antigen, das Bestandteil von R3 ist, erhalten bleiben. 

R3' kann entweder direkt an die Festphase gebunden sein, oder die Bindung an die Festphase erfolgt indirekt uber ein 
spezifisches Bindungssystem. Die direkte und die indirekte Bindung von R3 an die Festphase erfolgt analog zu der fur 
den RezeprorRl beschriebenen Weise. . a • j ttt\/i u 

Der Rezeptor R4 besteht aus einem Antigen, das mit dem zu bestimmenden, gegen ein AnUgen aus dem HIV 1- bzw. 
HIVl-SubO und/oder HIV2-env-Bereich gerichteten Antikorper spezifisch bindefahig ist und emer Markierung. Das 
Antigen ist bevorzugt bindefahig mit einem Antikorper, der gegen gp41 oder gpl20 bzw. gp36 oder gpllO genchlet ist, 
besonders bevorzugt bindefahig mit einem Antikorper, der gegen gp41 bzw. gp36 gerichtet ist. Die Bedmgungen tur das 
Andgen sowie die Definition des Begriffes sind identisch mit den fur den Rezeptor R3 genannten Bedmgungen. Bevor- 
zu^^t werden als "Antigen- Komponenten" der Rezeptoren R3 und R4 die gleichen Andgene eingesetzt. Es ist aber auch 
m6glich, verschiedene Andgene einzusetzen. Es mu6 jedoch sichergestellt sein, dafi beide Antigen-Komponenten aus R3 
und R4 mit dem gleichen zu besdmmenden Andkorper bindefahig sind. Voraussetzung ist immer, daB der zu bestim- 
mende Antikorper die beiden Rezeptoren R3 und R4 verbruckt. 

Ein weiterer Bestandteil von Rezeptor R4 ist die Markierung. Die Voraussetzungen fur die Markierung in R4 smd die 
gleichen wie die fur die Markierung von Rezeptor R2 beschriebenen. Bevorzugt werden fiir R2 und R4 die gleichen Mar- 
kierungen verwendet. , . . • 

Der Rezepior R5 -besleht im wesenUichen aus eineiu Antigen, das mit dem zu besUmmenden, gegen ein Anugen aus 
dem pol- Oder -gag-Bcrcich von HIVl, fflVl-SubO und/odcr HIV2 gerichteten Andkorper spezifisch bindefahig ist, wo- 
- bei dies nicht Epitope oder Sequenzen von p24 oder p26 sein durfen, die mit den Rezeptoren Rl oder R2 reagieren kon- 
nen Das Anugen ist bevorzugt bindefahig mit einem Antikorper, der gegen Genprodukte des pol-Bereiches genchtet^ist, 
besonders bevorzugt bindefahig mit einem Andkorper, der gegen die Reverse Transkriptase (RT) genchtet ist Besonders 
seeignet ist hierbei die naturlicherweise vorkommende RT, die als Heterodimer (bestehend aus den beiden Untereinhei- 
ten von 51 und 66 kDa) vorkommt und eine mogUchst native Struktur besitzt. Die Untereinheiten konnen aber auch ein- 
zeln verwendet werden. Besonders bevorzugt wird eine rekombinant fiergesteUte aufgereinigte RT verwendet, die von ei- 
nem Expressionsklon wie er beispielsweise bei MuUer efal. in J. Biol. Chem. 264/24: 13975-13978 (1989) beschneben 
ist, exprimiert wird. Aufgrund des hohen Homologiegrades auf Aminosaureebene zwischen mVl- und fflV^-Ki von 
etwa 60% bzw. abschnittweise sogar 100%-iger Ubereinstimmung der beiden Proteine reicht die fflVl-RT im allgemei- 
nen aus, urn auch von raV2-Antikorpem erkannt zu werden. Gegebenenfalls kann jedoch auch HIV2-RT allein oder zu- 
satzlich eingesetzt werden. Statt der RT kann auch ein Antigen verwendet werden, das mit emem AnUkorper bindefahig 
ist der gegen Genprodukte des gag-Bereiches mit Ausnahme der Epitope von p24 oder p26, die mit den Rezeptoren Rl 
Oder R2 reagieren, gerichtet ist. Bevorzugt ist das Antigen bindefahig mit einem Antikorper, der gegen gag-pl7 genchtet 
ist Zur Definition des Begriffes "Antigen" gilt das gleiche wie fur die Rezeptoren R3 und R4 beschnebene mit Aus- 
nalime der Spezifitat; Das Antigen beim Rezeptor R5 ist naturlich ein Molekul, das zu einer spezifischen Bindung mit ei- 
nem gegen ein HIV-gag- oder pol-Genprodukt gerichteten Antikorper faliig ist. 

R5 kann entweder direkt an die Festphase gebunden sein, oder die Bindung an die Festphase erfolgt indirekt uber ein 
spezifisches Bindungssystem. Die direkte und die indirekte Bindung von R5 an die Festphase erfolgt analog zu der fur 4^ 
die Rezeptoren Rl und R3 beschriebenen Weise. • a - 

Der Rezeptor R6 besteht im wesenttichen aus einem Antigen, das mit dem zu besUnnmenden, gegen ein Anugen aus 
dem pol- Oder -gag-Bereich von fflVl, HIVl-SubO und/oder fflV2 gerichteten Antikorper spezifisch bmdetahig ist. Das 
Antigen ist bevorzugt bindefahig mit einem Antikorper, der gegen Genprodukte des pol-Bereiches genchtet ist, beson- 
ders bevorzugt bindefahig mit einem Antikorper, der gegen die Reverse Transkriptase gerichtet ist. Die im Abschnitt zu 
Rezeptor R5 gemachten Ausfuhrungen bezuglich der bevorzugten Antigen-Eigenschaften gelten auch furR6. Zur Defi- 
nition des Begriffes "Antigen" gill das gleiche wie fiir den Rezeptor R5. Bevorzugt werden als "Antigen-Komponenlen 
der Rezeptoren R5 und R6 -die gleichen Antigene eingesetzt Es ist aber auch moglich, verschiedene AnUgene emzuset- 
zen Es muB jedoch sichergestellt sein, dafi beide Antigen-Komponenten aus R5 und R6 mit dem gleichen zu besummen- 
den Antikorper bindefahig sind. Voraussetzung ist immer, daB der zu bestimmende AnUkorper die beiden Rezeptoren R5 5^ 

und R6 verbruckt. ^ \. - t*^ • 

Ein weiterer Bestandteil von Rezeptor R6 ist die Markierung. Die Voraussetzungen fUr die Markierung in R6 smd die 
gleichen wie die fur die Markierung der Rezeptoren R2 und R4 beschriebenen. Bevorzugt werden fur R2, R4 und R6 die 
gleichen Markierungen verwendet. « . . , ^ i u 

Fiir alle Antigene, die als Rezeptoren R3, R4, R5 oder R6 verwendet werden, gilt, daR sie einzeln oder bevorzugt-auch 60 
vernetzt als Oligomere oder als Polyhaptene (mit den Antigenen beladene Tragermolekule oder Tragerpartikel) gemaB 
der WO 96/03652 eingesetzt werden konnen. Dadurch wird die IgM-Erkennung verbessert. tti • ^ 

Als Proben die im Nachweisverfahren eingesetzt werden, konnen alle dem Fachmann bekannten biologischen Rus- 
sigkeiten veniv^endet werden. Bevorzugt werden als Probe Korperflussigkeiten wie Voilblut, Blutseruni, Blutplasma, 
Urin, Speichel etc. eingesetzt, * . - u a 

In den Testansatzen konnen neben der Probe, der Festphase und-den aufgefuhrten Rezeptoren weitere, je nach An wen- 
dung benotigte Zusatze wie Puffer, Salze, Detergenzien, Proteinzusatze wie beispielsweise RSA und Proteinspaltpro- 
dukte wie beispielsweise Pepton vorhanden sein. Die notwendigen Zusatze sind dem Fachmann bekannt oder konnen 
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von ihm auf einfache Weise herausgefunden werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Reagenzienkit zuin Nachweis einer HTV-Infekdon, enthaliend minde- 
stens einen Rezeptor Rl, der mit dem p24- Antigen von HEVl , HIVl-SubO und/oder dem p26- Antigen von HIV2 spezi- 
fisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, mindestens einen Rezeptor R2, der 

5 init dem p24- Antigen von HIVl, HIVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von HIV2 spezifisch bindefahig ist und eine 
Markierung tragt, wobei die von Rl und R2 erkannten Epitope verschieden sind, mindestens einen Rezeptor R3, der mit 
dem zu bcstiinmcnden, gegcn ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten HTVl-, HIVl-SubO und/oder HIV2-Anu- 
korper spezifisch bindefahig i si und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, mindestens einen Re- 
zepior R4, der mil dem zu bcsiimiiienden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten H1V1-, HlVl-SubO und/ 

10 Oder HIV2- Andkorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, mindestens einen Rezeptor R5, der mit dem 
zu bestinnncnden, gcgcn cin Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich gerichteten IIIV1-, THVl-SubO und/oder IIIV2- 
Antikorper spezifisch bindefahig isl und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, nriindestens einen 
Re/eptor R6, der nni dciii v.u hcstinimenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich gerichteten HTVl-, 
HIVl-SubO Oder T-nV2-Antik6rpcr spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, sowie gegebenen falls weitere 

15 iibiiche HilfsslolTc. . 

Weiterhin ist ein Gcgcnsiahd der Erfindung ein zuvor beschriebenes Reagenzienkit, das dadurch gekennzeichnet ist, 
daB als Rezeptoren Kl und R2 Aniikorper, die von den ZelUnien MAK<p24>M-6A9/5, MAK<p24>M-4B 1/1, 
MAK<p24>M-6D9/4, und/cidcr MAK<p24>M-2E7/3 produzien werden, eingesetzt werden, 

Ebenfalls ein Gcgcnstantt der lirfindung ist ein Reagenzienkit zum Nachweis von Antikorpem gegen HTV, in dem die 

20 Rezeptoren R3, R4, R5 und R6. sowic gcgcbenenfalls weitere ubliche Hilfsstoffe enthalten sind. Die Rezeptoren Rl und 
R2 sind nicht enthalten. 

Auch ein Gegenstand der lirhndung isl cin Teststreifen zum Nachweis einer HlV-Infektion, auf dem mindestens ein 
Rezeptor Rl, der mit dcin p24-Aniigcn von HTVl, fflVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von HTVl spezifisch binde- 
fahig ist und an eine 1-cst phase gebunden ist oder gebunden werden kann, mindestens einen Rezeptor R2, der mil dem 

25 p24-Antigen von HTVl, TllVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von HIV2 spezifisch bindefahig ist und eine Markie- 
rung iriigl, wobei die von Rl uiui R2 erkannten Epitope verschieden sind, mindestens ein Rezeptor R3, der mil dem zu 
bcstimmcndcn, gcgcn cin Antigen aus dcni cnv-Bcrcich gerichteten HIV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2-Andk5rpcr spe- 
zifisch bindefahig ist und an cine 1-estphase gebunden ist oder gebunden werden kann, mindestens ein Rezeptor R4, der 
mit dem zu bestimmcndcn, iicgon cin Antigen aus dem env-Bereich gerichteten HIV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2-An- 

30 tikorper spezifisch bindcfah^iilsi und cine Markierung tragt, mindestens ein Rezeptor R5, der mit dem zu besdmmenden, 
gegen ein Antigen aus dcni pol- o<lcr gag-Bcrcich gerichteten HTVl-, HIVl-SubO und/oder HrV2-Antikorper spezifisch 
bindefahig ist und an eine 1 -est phase gebunden isl oder gebunden werden kann, miridestens ein Rezeptor R6, der mit dem 
zu bestimmenden, gegcn ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich gerichteten HIV1-, HIVl-SubO oder HIV2-Anti- 
korper spezifisch bindelahig isl uiul cine Markierung tragt, sowie gegebenenfalls weitere ubliche Hilfsstoffe aufgebracht 

35 sind. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Teststreifen zum Nachweis von Antikorpem gegen HIV, in dem die Re- 
zeptoren R3, R4, R5 und R6, sowie gegebenenfalls weitere ubliche Hilfsstoffe enthalten sind. Die Rezeptoren Rl und R2 
sind nicht enthalten. 

In den Fig. 1 bis 5 ist folgcndes dargcstelli: 
40 Fig, 1 Plateaubestiinmung des nionoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-6A9/5: Die Bestimmung der oplimalen 
MAK-Einsatzkonzenu-aiion fur die lipitopkanierung wird gemaB dem in Beispiel 4.2 beschriebenen Verfahren durchge- 
fuhrt. 

Fig, 2 Plateaubestimmung des nionoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-4Bl/l 
Fig. 3 Plateaubestimniung des nionoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-6D9/4 
45 Fig, 4 Plateaubestimniung des nionoklonalen Antikorpers MAK<p24>M-2E7/3 

Fig. 5 p24-Epitopkartierung; Rcakiion der <p24>-MAKs mit verschiedenen Pepddmischungen gemaB Beispiel 4.2.3. 
Die folgenden Beispiele erliiulem die Erfindung weiter. 

Beispiele 

50 , 

Beispiel 1 
Durchfuhrung des Kombitests 

55 Die yersuchsdurchfuhrung erfolgt analog zu der in der Packungsbeilage des Enzymun-Test® Anti-HIV 1 4-2+SubtypO 
(BesLNr. 1557319, Boehringer Mannheim GmbH, Deutschland) beschriebenen Vorgehensweise. Bis auf d Rezeptoren 
Rl bis R6 werden die Reagenzien und Puffer des Enzymun-Test® An ti-HIV 1+2+SubtypO der Boehringer Mannheim 
Gnibll eingesetzt. Der Test wird bei 25°C auf dem Gerat ES700 (Ilersteller: Boehringer Mannheim Gmbll, Deutschland) 
in einem Probenvolumen von 100 pi in sUreptavidinbeschichteten Tesurohrchen nach dem Prinzip des 2-Schritt-Sand- 

60 wich-RTJSA durchgefiihrt, Tm einzelnen werden folgende Reagenzien verwendet: 

- Inkubationspuffer: Tris 25 mM pH 7,5; Rinderserumbestandteile 

- Konjugatpuffer: Tris 25 mM pH 7,5; Rinderserumbestandteile 

- Konjugat: Peroxidase(POD)-markierte Anti-Digoxigenin-Antikorper vom Schaf 

65 - Substrat: ABTS®-Substraa&sung (2,2'-Azino-di[3-ethylbenzihiazolin-suIfonat] 1,9 mmol/l in 100 mmol/1 Phos- 

phat/Citrat-Puffer, pH 4,4, Natriumperborat 3,2 mmol/1 

Als Rezeptoren Rl bis R6 werden eingesetzt (Bi ist Abkurzung fur Biotin, Dig ist Abkurzung fur Digoxigenin): 
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- Rl: MAK<p24>M-6A9/5-IgG-Bi, MAK<p24>M-4B 1/1-IgG-Bi 

- R2: MAK<p24>M-6D9/4-IgG-Dig, MAK<p24>M-2E7/3-IgG-Dig 

- R3: gp36-, gp41-Peptide-Bi und Polyhaptene-Bi entsprechend den im En2ymun®-Test Anti-HIVl+2+SubO, 
Best.Nn 15573 19, Boehringer Mannheim Deutschland verwendeten Peptiden 

- R4: gp36-, gp41-Peptide-Dig und Polyhaptene-Dig entsprechend den im Enzymun®-Tesr Anti-HIVl+2+SubO, 5 
Bcsi.Nr. 1557319, Boehringer Mannheim Deutschland verwendeten Peptiden 

- R5: RT-Bi hergestellt aus RT, Best.Nr. 1465333, Boehringer Mannheim Deutschland 

- R6: RT-Dig hergestellt aus RT, Best.Nr. 1465333, Boehringer Mannheim Deutschland. 

Die hicr/>u noi wendigen Derivatisierungen mit alctivienen Biotin- und Digoxigenin-Derivaten warden nach dem Fach- lo 
inann aus T.ehrbuchem bekannten Verfahren durchgefuhrt. Fiir die Derivatisierung der RT oder der Anlikorper eignen 
sich bcvor/.ugi D-Biotin-e-aminohexanoyl-N-hydroxy-succimmid und Digoxigenin-3 -carboxymethylether-eaminohe- 
xanoyl-N-hydroxy-succinimid. 

Die Rc/cptorcn Rl bis R6 (Antikorper, Polyhaptene undRT jeweils 50-300 ng/ml. Peptide 5-50 ng/nil) werden zu- 
sainnicn mil dcm Inkubationspuffer in die streptavidinbeschichteten Rohrchen gegeben und 120 min inkubiert. Nach 15 
ruchrcren Waschvorgangen und einer 60-minutigen Inkubation mit dem Konjugat wird die Substratlosung zugegeben 
und die lixiinkiionswene der entstandenen Farbiosungen nach 60 min bei 422 nm photometrisch bestimmt. 

Beispiel2 

20 

Vergleich verschiedener Kombitesls 

Uni die FXindung mit dem Stand der Technik zu vergleichen, wurden kommerzielle HlV-Seroconversionspanel der 
F'iniia Bosion liioiiicdica Inc., Bridgewater, USA (BBI) vermessen und mit den von BBI gelieferten Daten verglichen 
(label le 1 ). 25 

BBI Panel N: Bcst.Nr. PKB914 
BBI Panel W: Rcsi.Nr. PKB923 
BBI Panel AG: Besi.Nr. PKB932 

ITIV-Asi 'lesi: Abbon Monoclonal HIV Ag, Prod.Nr. 2A81 (Daten von BBI) 30 
Anii-ITIV Tesi 1 : Abboff HIV 1/2, Prod.Nr. 3A77 (Daten von BBI) 
Anii-HIV Tcsi 2: Gen. Sys. HIV 1/2, Prod.Nr. 0230 (Daten von BBI) 
Koiiibiicsi 1: Anh-p24-Antik6rper, gp4i und gp36 (Beschreibung siehe unten) 
Kombiiesi 2; Anti-p24-Antikorper und RT (Beschreibung siehe unten) 

Konibitesi 3: Am i-p24- Antikorper, gp41, gp36 und RT (Beschreibung siehe unten). 35 
. ■ ■ ■ ( 

Die drci Kontbitcsic wurden unter identischen Bedingungen mit den gleichen Reagenzien mit Ausnahme der unter- 
schicdlichen Aniigcnc durchgefuhrt.. Die Testdurchfuhrung erfolgte analog zu Beispiel 1. Als Basis dienten (wie in Bei- 
spicl 1) die Reagenzien und die 25°C Applikation des kauflichen Produktes Enzymun-Test® Anti-HIV 1+2+SubtypO 
(Best.Nr. 1 5573 1 9, Boehringer Mannheim, Deutschland). Fur die Kombitests 1 bis 3 wurden folgende Antikorper bzw. 40 
Antigene verwendei: 

Koiiibitcst 1: 

MAK<p24>M-6A9/5-IgG-Bi, MAK<p24>M-4B 1/1-IgG-Bi und biotinylierte synthetische Peptide und Polyhap- 
tene (gp41 und gp36) aus dem Enzymun-Test® Anti-HIV 1+2+SubtypO, MAK<p24>M-6D9/4-IgG-Dig, 
MAK<p24>M-2E7/3-IgG-Dig und digoxigenylierte synthetische Pepude und Polyhaptene (gp41 und gp36) aus 
dem Enzymun-Test® Anti-HIV 1+2-HSubtypO 

- Kombitest 2: ■ . ■ " 

MAK<p24>M-6A9/5-IgG-Bi, MAK<p24>M-4Bl/l-igG-Bi und biotinylierte rekombinante HIV-Reverse Tran- 
skriplase 

MAK<p24>M-6D9/4-IgG-Dig, MAK<p24>M-2E7/3-IgG-Dig und digoxigenylierte rekombinante HIV-Reverse 
TranskripiHsc 

- Kombitest 3 (erfindungsgemafi): 

Rl: MAK<p24>M-6A9/5-IgG-Bi, MAK<p24>M-4Bl/WgG-Bi, 

R3: biotinyhcne synthetische Peptide und Polyhaptene (gp41 und gp36) aus dem Enzymun-Test® Anti-HIV 
1+2+SubtypO 

R5: biotinylierte rekombinante HIV-Reverse Transkriptase 
R2: MAK<p24>M-6D9/4-IgG-Dig, MAK<p24>M-2E7/3-IgG-Dig, 

R4: digoxigcninylicrte synthetische Pepiide und Polyhaptene (gp41 und gp36) aus dem Enzymun-Test® Anti-HIV 
1+2+SubtypO 

R6: digoxigenylierte rekombinante HIV-Reverse Transkriptase. 

Fiir alle Tests isi das Verhaltnis von Signal zu Cut-off-Wert angegeben (Cut-off Index, coi). Die Daieh sind folgender- 
maBen zu interpreiieren: Werte kleiner 0,9 sind negativ, Werte zwischen 0,9 und 1,0 sind im Graubereich und Werte gro- 
Ber gleich 1,0 sind positiv. In der Spake "Tag" ist die Anzahl der Tage eingeu-agen, die seit der ersten aufgefUhrten Blut- 65 
abnahme vergangen sind. Die eingesetzten Panel enthalten unterschiedliche Analyten (Antigene und Antikorper), die in 
der Serokonvcrsionsphase nach den unier "Tag" angegebenen Zeiten auftreten. 
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Tabelle 1 

Vergleich verschiedener HIV-Nachweistests 



Panel 



Tag 



mv-Ag 

Test 



Anti-HIV 
Testl 



Anti-HIV 
Test: 



Kombitest 
1 



Kombitest 
2 



BBI Panel N 



0,4 



8,4 



0,8 



8,9 



0,4 



0,5 



1,1 



0,5 



8,0 



1,4 



25 



0,4 



12,8 



2,8 



31 



0,4 



11,4 



3,0 



5,7 



3,5 



1,4 



1,1 



0,1 



0,1 



0,8 



2,3 



BBI Panel W 



0,4 



0,1 



0,2 



0,3 



0,2 



0,4 



12 



0,5 



14 



0.4 



28 



0,4 



30 



0,4 



35 



0,4 



37 



1,0 



47 



23,3 



84 



0,4 



86 



0,4 



145 



0,4 



161 



0,5 



0,1 



0,2 



0,1 



0,2 



0,1 



0,2 



0,1 



0,2 



0,1 



0,2 



0,1 



0,2 



0,1 



1,4 



0,2 



7,8 



.5,5 



7,6 



5,5 



17,2 



4,0 



17,2 



3,1 



0,3 



0,3 



0,3 



0,3 



0,3 



0,3 



0,4 



8,4 



1,2 



6,5 



6,4 



0,1 



0,1 



0,1 



0,1 



0,1 



0,1 



0,2 



10,9 



24,3 



24,3 



24,3 



24,3 



BBI Panel AG 



13 
"27 
"34 

"lo 

~78 
l63 



0,4 

"oJ 

"4J 
U 

IX 
"ij" 



0,1 



0,1 

"oX 
"oX 

W 
U 

"oJ" 



A 0 



0,3 

"oJ" 

loj 
'W 
'W 
"oJ" 



0,2 
24,3 

"TtJ 
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Die Testfuhrung, Reagenzzusammensetzung und Auswertung ist identisch zu dem erfindungsgemaBen Kombitesi 3 aus 
Beispiel 2. Als Proben wurden alle unien aufgefuhrten HIVl-Virusisolate (Gruppe M und SubiypO) 1 : 100 in Human- 
serum verdunnt, da die unverdiinnien Isolate alle das gleich groBe Maximalsignal ergaben und somit keirie Unterschiede 
zu sehen waren. 



lu 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 
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Tabelle 2 





HIV 1 -Virus 


Subtyp 


cut-off Index j 


5 


MP20 


Subtyp A 


9,0 




MP33 


Subtyp A 


22,2 


10 


MP95 


Subtyp A 


19,2 




MP97 


Subtyp A 






MP157 


Subtyp A 


36,0 


15 


MPS 


Subtyp B 


23,4 




MP13 


Subtyp B 


18,7 




MP22 


Subtyp B 


22,5 


20 


MP51 


Subtyp B 


20,9 




MP77 


Subtyp B 


30,5 




MP37 


Subtype 


9,1 


25 


MP40 


Subtype 


22,2 




MP4i 


Subtype 


9,1 


30 


MP76 


Subtyp e 


18,2 


MP 148 


Subtype 


16,4 




VI693 


Subtyp D 


16,9 


35 


VI722 


Subtyp D 


10,5 


VI824 


Subtyp D 


16,3 




VI979 


Subtyp D 


23,2 


40 


VI1091 


Subtyp D 


14,9 




VI1249 


Subtyp E 


23,4 




MP38 


Subtyp E 


19,4 


45 


MP48 


Subtyp E 


21,0 




MP121 


Subtyp E 


22,6 




MP126 


Subtyp E 


2,5 


50 


VI850 


Subtyp F 


11,0 




VI961 


Subtyp F 


22^ 




VI 1126 


Subtyp F 


11,4 


55 


VI1267 


Subtyp F 


15,3 




VI310 


Subtyp F 


21,4 


60 


MP84 


Subtyp F 


12,2 


VII 197 


Subtyp G 


29,9 




VI991 


Subtyp H 


8,1 


65 


VI997 " 


Subtyp H 


10,0 




MP331 


Subtyp O 


4,2 
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Es zeigt sich, daB der erfindungsgemaBe Kombitest die Antigene und Antikorper aller HIVl-Subtypen sicher detek- 
liert, . 

Beispiel 4 

Epitopkartierung der monoklonalen Antikorper gegen p24 
4,l.Peplidsynthese 

Die ent^prechenden Teilsequenzen der Aminosauresequenz des fflV-p24-Virusproieins werden mitiels Fluorenylme- lo 
thyloxycarbonyl-(rinoc)-restphasenpeptidsynthese an einem Batch-Peptidsynthesizer, z. B, von Applied Biosystems 
A431 Oder A433, hergestelll. Dazu werden je wells 4.0 Aquivalente von folgenden Finoc-Aminosaurederivaten verwen- 

dei : . . , 

Tabelle 3 15 



A 


Fmoc-Ala-OH 




C 


Fmoc-Cys(Trt)-OH 


20 


D 


Fmoc-Asp(tBu)-OH 




E 


Fmoc-Glu(tBu)-GH 




F 


Fmoc-Phe-OH 


25 


G 


Fmoc-Gly-OH 




H 


Fmoc-His(Trt)-OH 




1 


Fmoc-Ile-OH 


30 


K 


Finoc-Lys(Phenylacetyl)"OH 




L 


Fmoc-Leu-OH 




M 


Fmoc-Met-OH 


35 


N 


Fmoc-Asn(Trt)-OH 




P 


Fmoc-Pro-OH 




Q 


Fmoc-Gln(Trt)-OH 


40 


R 


Fmoc-Arg(Pmc)-OH 




S 


Fmoc-Ser(tBu)-OH 


45 


T 


Fmoc-Thr(tBu)-OH 


U 


Fmoc-BAlanin 




V 


Fmoc-Val-OH 


50 


w 


Fmoc-Trp-OH 


X 


Boc-Lys(Fmoc)-OH 




Y 


Fmoc-Tyr(tBu)-OH 


55 


z 


Fmoc-Aminocapronsaure 





Die Aminosauren oder Aminosaurederivate werden in N-Methylpyrolidon gelost. Das Peptid wird an 400-500 mg 4- 
(2\4'-Dinierhoxyphenyl-Fmoc- ArninomethyO-Phenoxy-Haiv. (Tetrahedron Tetters 28 (1 987), 21 07) mit einer Beladung 60 
von 0.4-0.7 mmol/g aufgebaut (JAGS 95 (1973), 1328), Die Kupplungsreakiionen werden bezuglich Fnioc- Aminos au- 
rederivat mit 4 Aquivalenten Dicyclohexylcarbodiimid und 4 Aquivaltenen N-Hydroxybenzotriazol in Diniethylforma- 
mid als Reaktionsmedium wahrend 20 min durchgefuhrl. Nach jedem Syniheseschritt. wird die Fmoc-Gruppe mit 
20%igem Piperidin in Dimethylformamid in 20 min abgespalten. Enthalten die Peptide eine intrainoiekuiare Disultid- 
briicke, so wird die Fmoc-geschUtzie, Peptidsequenz vor der Kupplung des arufizieLlen Spacers mil Jod in Hexafiuoriso- 65 
propanol/Dichlomietiian (Rober ei al.. The Peptide Academic Press, New York, 1981, pp 145-47) an der Festphase oxi- 
diert und anschlieBend die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe abgespalten, und der Spacer sowie das N-temiinale Bioiin 
gekuppelt. 
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- Die Freisetzung des Peptides vom Syntheseharz und die Abspalcung der saurelabilen Schutzgruppen - mit Ausnahme 
der Phenylacetylschutzgruppe am Lysin - erfolgt mit 20 ml Trifluoressigsaure, 0.5 ml Ethandithiol, 1 ml Thioanisol, 
1 .5 g Phenol und 1 ml Wasser in 40 min bei Raumtemperatur. Die Reaktionslosung wird anschlieBend mit 300 ml 
gckiihltem Diisopropylether verseizt und zur voUstandigen Fallung des Peptides 40 min bei 0°C gehalten. Der Nieder- 
schlag wird abfiltriert, mit Diisopropylether nachgewaschen, mit wenig 50%iger Essigsaure gelost und lyophilisiert. Das 
erhaltene Rohmaterial wird mittels praparativer HPLC an Delta-PAK RP CIS-Material (Saule 50x300 mm, 100 A, 15 
liber einen entsprechenden Gradienten (Eluent A: Wasser, 0.1% Trifluoressigsaure, Eluent B: Acetonitril, 0.1% Trifluor- 
essigsaure) in ca 120 min aufgereinigt. Die Identitat des eluierten Materials wird mittels lonenspray-Massenspektrome- 
trie gepriift. - . 
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Tabelle 4 
Peptid-Sequenzen der p24-Epitope 



Peptid 


Sequenz 


SEQ ID NO 


1 


DKGNSSQVSQNYP I VQNLQGQMVHQ 


I 


■ 2 ; , 


NYPIVQNLQGQMVHQAISPRTLNAW . 


2 


3 


QMVHQAISPRTLNAWVXVIEEKAFS 


. 3 \ 


4 


TLNAWVKVIEEKAFSPEVIPMFSAL 


4 


: 5 


EKAFSPEVIPMFSALSEGATPQpLN . 


5 ■ 


6 


MFSALSEGATPQDLNTMLNTVGGHQ 


6 


7 


PQDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKETI 


7 


8 


.VGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRV: 


8 


9 


LKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAP 


9 


10 


EWDRVHPVHAGP lAPGQMREPRGSD 


10 


11 


GPIAPGQMREPRGSDIAGTTSTLQE 


11 


12 


PRGSP lAGTTSTLQEQ I GWMTNNP P 


12 


13 


STIiQEQ I GWMTNNPP I P VGE I YKRW 


13 


14 . 


TNNP P I P VGE I YKRWI I LGLNKI VR 


14 


15 


lYKRWIILGLNKIVRMYSPYSILDI 


15 


16 


NKIVRMYSPVSILDIRQGPKEPFRD • 


16 


17 


SILDIRQGPKEPFRDYVDRFYKTLR 


17 


IS 


EPFRDYVDRFYKTLRAEQASQEVKN 


18 


19 


YKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQN 


19 


20 


QEVKNWMTETLLVQNANPDCKT ILK 


20 


21 


LLVQNANPDCKTILKALGPAATIiEE 


21 


22 


KTILKAIjGPAATLEEMMTACQGVGG 


22 


23 


ATLEEMMTACQGVGGPGHKARVIoAE 


23 


24 


QGVGGPGHKARVIiAEAMSQVTNSAT 


24 


25 


RVLAEAMSQVTNSAT IMMQRGNFRN 


25 


26 


TNSATIMMQRGNFRNQKKTVKCFNC 


26 


27 


GNFRNQKKTVKCFNCGKEGHIAKNC 


27 


28 


KCFNCGKEGHIAKNCRAPRLKGCWK 


28 


29 


lAKNCRAPRLKGCWKCGKEGHQMKD 


29 


30 


KGCWKCGKEGHQMKDCTERQANFLGKI 


30 




3A 


QAISPRTLNAVfVKVI. 


31 


3B. 


ISPRTLNAWVK 


32 


9A 


INEEAAEWDRVHPVH 


33 


9B 


EEAAEWDRVHP 


34 


17A 


IRQGPKEPFRDYVDR 


35 


17B 


QGPKEPFRDYV 


36 
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4.2. Epitopkartierung 

4.2,1 . Immunologischer Test allgemein 

5 Die Epitopcharakterisierung wurde analog dem Boehringer Mannheim Enzymun®-Test Anti-HTV 1+2 
(BM I 165 062) durchgefahrt. Das Testprinzip ist. ein 2-Schritt-Sandwich-ELISA mil Streptavidin-Technologie. Jedoch 
wurden statt der Humanseren die verschiedenen monoklonalen <p24>Antik6rper eingesetzt. und mit den jeweils biotiny- 
lierten Peptiden oder rekombinantem ♦ p24 vermessen. Die Deiekrion erfolgt iiber <Maus IgG>-POD (BM 1 431 323), 
AUe anderen Zusatzreagentien, wie Waschlosung, Streptavidin tubes, AB TS usw. wurden beibehalten. Die Messungen 
10 wurden an den Enzy mun®- Analysen- Automaten ES 22 oder ES 600 von Boehringer Mannheim durchgefahrt. 

4.2.2. Piateaubestimmung 

Die Bestimmung der optimalen MAK-Einsatzkonzentration fur die Epitopkartierung wurde im oben beschriebenen 
15 Testkonzept durchgefahrt. Als Antigen wurde biotinyliertes rekombinantes p24 (Einsatzmenge 200ng/ml) verwendet. 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle 5 





MAK-Konzentration 


Signal 






_ — 

c [|xg/ml] 




5 




0 


3 






1 


208 


10 




5 


856 






10 


123 1 










15 




20 


1665 








1718 






0 


2 


20 




1 


386 






5 


1239 






10 


1835 


25 






2425 






25 


2531 


30 


MAJs.<pz4>-zr:. // ^ 


n 
u 


5 






1 


322 










35 




5 


1148 






10 

J. \J 


1708 






20 


2292 


40 




25 


2461 






0 


9 


45 




10 


1205 






25 


1944 






50 


2116 


50 




75 


2451 






100 


2537 


55 



Die Plateaubestimmung ist in den Fig. 1 bis 4 graphisch dargesiellL 

4.2.3. Epitopkartierung 

Die Kartierung wurde mit. 25 Aminosauren langen, N-terminal biotinylierien Peptiden, die im lOer Raster uber die 
HIVl Consensus B-Sequenz von p24 syntheiisiert wurden (Peptide SEQ ID NO: 1-30), durchgefuhrt. Zuersr. wurde eine 
Grobkanierung mil 6 verschiedenen Pepiidmischungen A-F (Einsatznienge pro Peplid 60 ng/nil), die jeweils 5 verschie- 
dene bioiinyiiene Peptide enthalien, im indirekien Testkonzepi vermessen. 
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MischungA: 1 
2 
3 
4 
5 



MischungB: 6 

, . .7 
8 
9 



MischungC: 



10 



11 
12 
13 
14 
15 



MischungD: 16 

17 
18 

20 



MischungE: 21 

22 
23 
24 

■ 25 



Tabelle6 

Rcaktivitat dcr Antikorpcr mit Pcptidmischung A-F 



MischungF: 



26 
27 
28 
29 
30 





MAK6A9/5 


MAK4B1/1 


MAK6D9/4 


MAK2E7/3 


[mE] 


■ 


[mE] 


% 


[mE] 


% 


[mE] 


% 


Standardantigen 


2098 


100 


2402 


100 


2966 


. 100 


2903 


100 


MischungA 


6 


0 


29 


, 1 


. 925 


31 


5 


0 


MischungB, 


8 . 


0 


22 


1 


100 


3 


2696 


93 


MischungC 


15 


1 


31 


1 

■ 


22 


1 




0 

A 
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Tabellell 

MAK<p24>M-2E7/3 rait Einzelaniigencn aus Mischung B 





rec 


p24 


Peptid6 


Peptid? 


PeptidS 


Peptid9 


PeptidlO 








DlE 




mE 




mE 




mE 




mE 




MAK2E7 


2111 


100% 


6 


0% 


3 


0% 


23 


1% 


2103 


99,6% 


5 


0% 



TabdleO . . 

MAK<p24>M-6D914 rail Einzelantigenen aus Mischung A 





recp24 


Peptidl 


Peptid2 


PeptidS 


Peptid4 


PeptidS 




mE 




mE 




mE 




mE 




mE 




mE 




MAK6D9 


2282 


100% 


3 


0% 


23 


1% 


922 


40% 


5 


0% 


4 


0% 



TabellelO 
rcaktivcPcplid-Scqucnzcn 



Peptid 
SEQIDNO 


Sequenz 


Ei^ebnis 


3 


QMVHQAISPRTLNAWVKVIEEKAFS ' 


reaktivinitMAK<p24>M-6D9 
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Tabelle 12 

MAK<p24>M-4Bl/l mit Einzelantigenen 17, 17A und 17B 



5 


SEQIDNO: 


Peptid 17 
17 


Peptid 17A 
35 


Peptid 17B 
36 






roE 


mE 


mE 




MAK4B1/1 


612 


10 


7 



15 

Tabelle 13 

MAK<P24>MT2E7/3 mit Einzelantigenen 9, 9A und 9B 



20 


SEQ ID NO: 


Peptid 9 
9 


Peptid 9A 
33 


Peptid 9B 
34 


25 




mE 


mE 


mE 




MAK2E7/3 


1439 


1330 


1399 



30 

Tabelle 14 

M AK<p24>M-6D9 14 mit Einzelantigenen 3, 3A, 3B 



35 


SEQ ID NO: 


Peptid 3 
3 


Peptid 3A 
31 


Peptid 3B 
32 


40 




mE 


mE 


■mF. 




MAK 6D9/4 


958 


866 


448 



45 Daraus folgt, daB das Epilop dcs Antikorpers MAK<p24>M-4Bl/l nicht weiter eingeschrankt werden kann. Das Epi- 
. top von MAK<p24>M-2E7/3 kann auf die Sequenz 9B (SEQ ID NO: 34) EEAAEWDRVHP 
- minimiert werden. Das Epitop von MAK<p24>M-6D9/4 kann auf die Sequenz 
3A (SEQ ID NO: 31) QAISPRTLNAWVKVI 
ohne groBere Signalverlustc verkiirzt werden kann. 

50 

Beispiel 5 

HTV-Subtypenerkennung durch die monoldonalen Anti-p24-AnLik6rper 

55 Der Test wurde enisprechend Beispiel 1 und 2 nach den Vorschriften des Enzymun-Test® Anti-HIV 1+2+SubtypO 
(Best.Nr. 1557319, Boehringer Mannheim, Deutschland) durchgemhrt. Zur Austesiung der HIV-Subtypenerkennung 
wurden jedoch nur die Rezeptoren Rl und R2, d. h. die monoklonalen Antikorper gegen p24 verwendet. Es wurden je- 
weils 250 ng MAK/ml eingesetzt. 
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Me 15 

Eitemung von p24 (HIVl und HIVl-SubO) diireh die WXs 



RezeptorRl 


MAK4B1/1 


MAK 2E7/3 ; 


MAK4B1/1 


MAK6A9 


MAK4B1/1 
MAK6A9/5 


RezeptorR2 


MAK2E7/3 


MAK6D9/4 


MAK6D9/4 . 


MAK6D9/4 


MAK 2E7/3 
MAK 6D9/4 


Probe 












SN 1806 : 
(fflVlSubtypO) 


0,1 (negativ) 


0,1 (negativ) 


U (positiv) 


0,1 (negativ) 


1,2 (positiv) 


SN 1807 ■ 
(HIVl Subtyp 0) 


0,l(negativ) 


0,1 (negativ) 


1,7 (positiv) 


0,1 (negativ) 


1,7 (positiv) 


SN 1796(fflVl) 


1,1 (pbsitiv) 


0,1 (negativ) 


0,1 (negativ) 


0,6 (negativ) 


1,2 (positiv) 


SN 1799 (HIVl) 


0,9 

(grenzwertig) 


1,3 (positiv) 


1,2 (positiv) 


1,1 (positiv) 


1,4 (positv) 


SN1801 (HIVl) 


0,8 

(grenzwertig) 


1,7 (positiv) 


0,8 , 
(grenzwertig) 


1,3 (positiv) 


1,7 (positiv) 


SN 1803 (HIVl) 


1,7 (positiv) 


2,2 (positiv) 


0,1 (negativ) ' 


0,5 (negativ) 


2,3 (positiv) 



35 



lis /.cici sich, daB der monoklonale Antikorper MAK <p24>M-4Br/l und der monoklonale Antikorper MAK 
<p24>M-()A9/5 jcwcils bcvorzugt. fur den Einsatz als Rl, d. h. auf der Festphasenseiifi geeignet sind. Der monoklonale . 
Aniikiirpcr MAK <p24>M-2E7/3 und der monoklonale Antikorper MAK <p24>M-6D9/4 sind bevorzugt fiir den Ein- 
salz als R2. d. h, auf der NachWeisseite geeignet. Fur eine effektive gleichzeitige Erkennung des p24 von HIVl und 
inVI-SubOwcrdcnalle vicr Antikorper bevoniugtgcmeinsameingesetzt. 40 



45 



10 



15 



20 



45 



50 



55 
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SequenzprotokoU 

(1) ALLGEMEINE AISTGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhof erstr . 116, 

(C) .ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(G) TELEFON: 06217593215 

(H) TELEFAX: 06217594457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Kombitest HIV 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 3 6. 



(iv) COMPUTER- LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

25 (C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.3 0 (EPA) 



30 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 
35 . (B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



40 (ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 



Asp Lys Gly Asn sier Ser Gin Val Ser Gin Asn Tyr Pro lie Val 
1 5 10 15 

Gin Asn Leu Gin Gly Gin Met Val His Gin 

20 - 25 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN; 

(A) IiANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Asn Tyr Pro lie Val Gin Asn Leu Gin Gly Gin Met Val His Gin 
1 5 10 15 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) liANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear • * 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Gin Met Val His Gin Ala He Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Tirp 
1 5 10 15 

Val Lys Val He Glu Glu Lys Ala PHe Ser 



20 



Ala lie 



Ser Pro Arg Tiir Leu Asn Ala Trp 
20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3 : 



25 



20 



25 



45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 4: 



50 



(i) 



SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART; Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



55 



(ii) 



ART DES MOLEKULS: Peptid 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



50 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys Val lie Glu Glu Lys Ala Phe Ser 
1 5 10 15 

Pro Glu Val lie Pro Met Phe Ser Ala Leu 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENN2EICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Amino saure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Glu Lys Ala Phe Ser Pro Glu Val lie Pro Met Phe Ser Ala Leu 

1 : 5 . 10 15 

Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gin Asp Leu Asn 

20 2-5'^ 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 6 : 



(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 
40 (A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

45 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 6: 

Met Phe Ser Ala Leu Ser Glu Gly Ala Thr Pro Gin Asp Leu Asn 
15 10 15 

55 Thr Met Leu Asn Thr Val Gly Gly His Gin 

20 25 



60 



65 



26 



DE 197 27 943 A 1 



(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 5 

(A) LiANGE: 25 Amino saur en 

(B) ART: Arainosaure 

(C) STRAJSTGFORM : 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: / 15 

Pro Gin Asp Leu Asn Thr Met Leu Asn Thr Val Gly Gly His Gin 
1 5 10 15 

20 

Ala Ala Met Gin Met: Leu Lys Glu Thr lie 

20 - 25 



..25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8 : 

(1 ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Amino saur en 30 

(B) ART: Aminosauire 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

35 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid. 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

40 

Val Gly Gly His Gin , Ala Ala Met Gin Met Leu Lys Glu Thr lie 
1 5 10 15 

Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val 45 

20 ' 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure . 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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10 



15 



20 



30 



35 



45 



50 



55 



60 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Leu Lys Glu Thr lie Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val 
1 .5 10 15 

His Pro Val His Ala Gly Pro lie Ala Pro 

20 25 



(2) ACTGABEN 2U SEQ ID NO : 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IiANGE : 25 Aminosaiiren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKUIiS: Peptid 

-5 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Glu Trp Asp Arg Val His Pro Val His Ala Gly Pro lie Ala Pro 
1 5 10 15 



Gly Gin Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
40 (A) IiANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii)- ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Gly Pro lie Ala Pro Gly Gin Met Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp 
1 5 ■ 10 ■ 15 

lie Ala Gly Thr Thr Ser Thr Leu Gin Glu 

20 25 



65 



28 



DE 197 27 943 A 1 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) liANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM : 

, (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUIiS: Peptid 

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 12: 

Pro Arg Gly Ser Asp lie Ala Gly Thx Thr Ser Thr Leu Gin Glu 
1 5 10 15 

Gin lie Gly Trp Met Ttir Asn Asn Pro Pro 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 13 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 2 5 Aminosauren" 

(B) ART: Aminosaure 
; (C) STIiANGFORM: 

(D) TOPOIiOGIE: linear - 

(ii) ART DES MOLEKULiS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Ser Thr Leu *Gln Glu Gin lie Gly Trp Met Thr Asn Asn Pro Pro 
1-5 10 15 

lie Pro Val Gly Glu lie Tyr Lys Arg Trp 

2 0 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
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5 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Ttir Asn Asn. Pro Pro lie Pro Val Gly Glu lie Tyr Lys Arg Trp 
1 5 10 15 

lie lie Leu Gly Leu Asn Lys lie Val Arg 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

' (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

lie Tyr Lys Arg Trp lie lie Leu Gly Leu Asn Lys lie Val Arg 
1 ; 5 10 15 

Met Tyr Ser Pro Val Ser lie Leu Asp lie 
20 25 - 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 
40 (A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

45 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

50 - - - 

Asn Lys lie Val Arg Met Tyr Ser Pro Val Ser lie Leu Asp lie 
15 10 15 

55 Arg Gin Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp 

20 25 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 17 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) liANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Ser He Leu Asp He Arg Gin Gly Pro Lys Glu Pro Piie Arg Asp 
1 5. . 10 15 

Tyr Val Asp Arg Piie Tyr Lys Tlor Leu Arg 

20 . 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: ATninosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear • - 
(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 

Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe Tyr Lys Thr Leu Arg 
1 5 10 . 15 

Ala Glu Gin Ala Ser Gin Glu Val Lys Asn 
20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : . . 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: ^5 

(D) TOPOLOGIE : linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 

Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gin Ala Ser Gin Glu Val Lys Asn 
5 1 5 10 , 15 

Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gin Asn 
20 ' 25 



10 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

15 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

Gin Glu Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gin Asn 
1 ■ 5 10 15 

Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr lie Leu Lys 

20 25^ 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B ) ART : Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 21: 

Leu Leu Val Gin Asn Ala Asn Pro Asp Cys Lys Thr lie Leu Lys 
1 5 10 15 

Ala Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Glu Glu 

20 25 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

(i) . SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) liANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminos aure 
. '(C) STRANGFORM: 

. (D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 

Lys Thr lie Levi Lys Ala Leu Gly Pro Ala Ala Thr Leu Glu Glu 
1 5 10 15 

Met Met Tiir Ala Cys Gin Gly Val Gly Gly 

20 25 . 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LiANGE: 25 Amino saiar en 

(B) ART: Aminos aure 

(C) STRANGFORM: 

- (D) TOPOLOGIE: linear • 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 

Ala Thr Leu Glu Glu Met Met Tiir Ala Cys Gin Gly Val Gly Gly 
1 5 10 15 

Pro Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu 

20 25 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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(xi) SEQUENZBESCHREXBUNG: SEQ ZD NO: 24: 

Gin Gly Val Gly Gly Pro Gly His Lys Ala Arg Val Leu Ala Glu 
1 5 10 15 

Ala Met Ser Gin Val Thr Asn Ser Ala Thr 

20 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Aminosauren 

(B) ART; Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGTE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 

Arg Val Leu Ala Glu Ala Met Ser Gin Val Thr Asn Ser Ala Thr 
1 5 10 15 

lie Met Met Gin Arg Gly Asn Phe Arg Asn 

20 25- 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Aitiinosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: 

Thr Asn Ser Ala Thr lie Met Met Gin Arg Gly Asn Phe Arg Asn 
1 S 10 15 

Gin Lys Lys Thr Val Lys Cys Phe Asn Cys 

20 . 25 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IjANGE: 25 Amino saur en 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27: 

Gly Asn Phe Arg Asn Gin Lys Lys Tlir Val Lys Cys Phe Asn Cys 
1 5 . 10 15 

Gly Lys Glu Gly His lie Ala Lys Asn Cys 

20 - 25 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) liANGE: 25 Amino saur en 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear • - ' 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28: 

Lys Cys Phe Asn Cys Gly Lys Glu Gly His lie Ala Lys Asn Cys 
1 5 10 15 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 29; 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



Arg Ala Pro Arg Leu Lys Gly Cys Trp Lys 

, 20 25 45 



50 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
- .. -~ - ' (A) JIjANGE : 25 Amino saur en 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: .55 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
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BNSpOCID: <pE 19727943A1J_> 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 29: 

lie Ala Lys Asn Cys Arg Ala Pro Arg Leu Lys Gly Cys Trp Lys 
1 5 ,10. 15 

Cys Gly Lys Glu Gly His Gin Met Lys Asp 

20 25 



(2) ANGABEN-ZU SEQ ID NO: 30: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 27 Amino saur en 

(B) ART: Aminosaure 
. (C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKOlS : Peptid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30: 

Lys Gly Cys Trp Lys Cys Gly Lys Glu Gly His Gin Met Lys Asp 

1 5 , 10 15 

Cys Thr Glu Arg Gin Ala Asn Phe Leu Gly Lys lie 

2 0 25'^ 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 31: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Amino saur en 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 31: 

Gin Ala lie Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys'Val lie 
1 5 . 10 15 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 32: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: _ 

(A) LiANGE: 11 Aminosauren . " 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

10 

(ii) ART DES MOIiEKUIiS: Peptid 

(xi) .SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32: 

^ 15 

lie Ser Pro Arg Thr Leu Asn Ala Trp Val Lys 
1 5 10 • 

■ 20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 33: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear 

30 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 33: 

35 

He Asn Glu Glu Ala Ala Glu Tirp Asp Arg val His Pro val His 
1 5 10 15 

40 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 34: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 11 Aminosauren . 45 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear - 

" 50 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO : 34: 

. 55 
Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His Pro 
1 5 .10 

60 



65 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 35: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
^ (A) IiANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure .. 

(C) STRANGFORM: 

(D) . TOPOLOGIE: linear 

10 

(ii) ART DES MOLEKUIiS : Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 35: . ' 

15 . . ■ 

lie Arg Gin Gly Pro Lys Glu Pro Plie Arg Asp Tyr Val Asp Arg 
1 5 10 15 

20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 36: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
-5 (A) IiANGE: 11 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: 

(D) TOPOLOGIE: linear . 

30 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 36: 

35 - 

Gin Gly Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val 
1 5 '10 

Patenianspruche 

1 . Verfahren zur Diagnose einer HIV-Infektion mitlels eines Immunoassays durch den spezifischen Nachweis von 
p24-Antigen von HIVl, HIVl-SubO und/oder p26-Aniigen von HIV2, mindestens einem Antikorper gegen den 

45 env-Bcreich von HIVl, HIVl-SubO und/oder HIV2 und mindestens einem Antikorper gegen den pel- und/oder 

gag-Bcreich ausHIVK HIVl-SubO und/oder raV2. . . 

2. Vcrrahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da6 der Nachweis der HIV-Infektion mittels eines hetero- 
genen Immunoassays erfolgt. 

3. Verlahren nach Anspruch 1 oder 2 dadurch gekennzeichnet, daB fur den Nachweis mindestens ein Rezeptor Rl, 
50 der mil dem p24-Antigen von HIVl, HIVl-SubO und/oder dem p26-Aniigen von HIV2 spezifisch bindefahig ist 

und an cine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, 

niindcsicns ein Rezeptor R2, der mil dem p24-Antigen von HIVl, HIVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von 
HIV2 spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragi, wobei die von Rl und R2 erkannten Epitope verschieden 
sind, 

55 mindestens ein Rezeptor R3, der mil dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten 

H1V1-, lilVl-SubO und/oder HI V2- Antikorper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder 
gebunden werden kann, . 
mindestens ein Rezeptor R4, der niit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten 
raVl-, HTVl -SubO und/oder HIV2-Antik6rper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragi, 

60 mindcslcns ein Rezeptor R5, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich ge- 

richteten HIV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2-Antik6rper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden 
ist oder gebunden werden kann, 

mindestens ein Rezeptor R6, der mit dem zu bestinnmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich ge- 
richteten HTV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2-Antik6rper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragi, ein- 
65 . gesetzi werden, gegebenenfalls TVennung der festen von der flUssigen Phase und Besdnimung der Markierung in ei- 
ner der beiden Phasen. 

4. Vcrfahren nach Anspruch 2 oder 3 dadurch gekennzeichnet, daS die Rezeptoren Rl und R2 mit dem p24-Andgen 
von HIVl spezifisch bindefahig sind, die Rezeptoren R3 und R4 mit dem zu bestinrmnenden, gegen ein Antigen aus 
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dem env-Bereich gerichtelen HIVl-Antikorper spezifisch bindefahig sind und die Rezeptoren R5 und R6 mit dem 
zu beslimmenden, gegen ein Antigen aus dem gag- oder pol- Bereich gerichteten fflVl-Antikorper spezifisch bin- 

defahig sind. ^ . j i. • 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4 dadurch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren R5 und R6 nut dem zu bestim- 
menden, gegen ein Antigen aus dem pol-Bereich gerichteten fflVl-Antikorper spezifisch bindefahig sind. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 5 dadurch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren R5 und R6 mit gegen 
die HIV-Reverse Transkriptase gerichteten Antikorpem spezifisch bindefaliig sind. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 5 dadurch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren R5 und R6 mit gegen 
das gag-pl7-Antigen gerichteten Antikorpem spezifisch bindetahig sind. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1-7 dadurch gekennzeichnet, daB auch eine Infektion mit HIVl-Subtyp O 
detektiert wird. " ■ ...-u^,^. o u 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1-8 dadurch gekennzeichnet, daB auch erne Infektion mit aUen KLVl-bub- 
typen der Gruppe M detektiert wird. .T^^ -^r- 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1-9 dadurch gekennzeichnet, daB die Rezeptoren Rl und R2 jeweils Oe- 
mische aus verschiedenen Rezeptoren sind, die unterschiedliche Epitope des p24- Antigens von HIVl, fflVl-SubO 
und/oder unterschiedliche Epitope des p26- Antigens von HIV2 erkennen. 

11. Verfahren zum Nachweis von Antikorpem gegen HIV dadurch gekennzeichnet, daS mindestens ein Rezeplor 
R3, der mit dem zu besummenden, gegen ein Anugen aus dem env-Bereich gerichteten HIV1-, HIVl-SubO und/ 
Oder HIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder gebunden werden kann, 
mindestens ein Rezeptor R4, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich genchteten 
HIV1-, HIVl -SubO und/oder HIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, 
mindestens ein Rezeptor R5, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich ge- 
richteten raVl-, HlVl-SubO und/oder HIV2-Antikorper spezifisch bindeflihig ist und an eine Festphase gebunden 
ist oder gebunden werden kann, 

mindestens ein Rezeptor R6, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich ge- 
richteten HIV1-, HIVl-SubO und/oder HIV2-Antik6rper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung Uriigt, einge- 
sctzt werden, gcgcbcncnfalls Trcnnung der fcsicn von dor flussigcn Phase und Bcstimmung der Markierung in cincr 
der beiden Phasen. u 

12. Monoklonale Antikorper gegen HIVl p24-Antigen, die die p24-Epitope gemaB SEQ ID NO: 1-36 spezifisch 

13!^MonoklonaleAntikorper gegen HIVl p24-Antigen, die die p24-Epitope gemaB SEQ ID NO: 3, 9, 17, 31 oder 

34 spezifisch binden. ^ ^ ^j, ^ r^,^ ^tt ^ 

14 Monoklonale Antikorper gegen HIVl p24-Antigen, die von den Zellinien MAK<p24>M-6A9/5 (Hinterle- 
gungsnr DSM ACC23 10), MAK<p24>M-*Bl/l (Hinterlegungsnr. DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hin- 
terlegungsnr, DSM ACC2300), oder MAK<p24>M-2E7/3 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2301), produziert werden. 

15 Monoklonale Antikorper gegen HIVl p24-Antigen, die in aquivalenter Weise an p24 binden wie die monoklo- 
nalen Antikorper, die von den ZelUnien MAK<p24>M-6A9/5 (Hinterlegungsnr. D SM ACC23 10), MAK<p24>M- 
4B 1/1 (Hinterlegungsnr DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2300), oder 
MAK<p24>M-2E7/3 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2301 ), produziert werden, 

16 Monoklonale Antikorper gegen HIVl p24- Antigen, die an die gleichen Epitope binden wie die monoklonalen 
Antikorper, die von den ZelUnien MAK<p24>M-6A9/5 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2310), MAK<p24>M-4B 1/1 
(Hinterlegungsnr. DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2300), oder 
MAK<p24>M-2E7/3 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2301 ), produziert werden. 

17. Verwendung mindestens eines monoklonalen Antikorpers gemaB einem der Anspriiche 12 bis 16 in einem dia- 
gnostischen Test zum Nachweis einer HIV-Infekdon. ■ 

18. Verwendung mindestens eines monoklonalen Antikorpers gemaB einem der Anspruche 12 bis 16 in einem dia- 
gnostischen Test in einem Verfahren gemaB Anspruch 1 bis 10 zum Nachweis einer HIV-Infektion. 

19. Reagenzienkit zum Nachweis einer HIV-Infektion, enthaltend mindestens einen Rezeptor Rl, der mit dem p24- 
Antigen von HIVl, HIVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von HIV2 spezifisch bindelahig ist und an eine Fest- 
phase gebunden ist oder gebunden werden kann, 

mindestens einen Rezeptor R2, der mil dem p24-Antigen von HIVl, HIVl-SubO und/oder dem p26-Antigen von 
- HIV2 spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragt, wobei die von Rl und R2 erkannten Epitope verschieden 
sind 

mindestens einen Rezeptor R3, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten 
HIV1-, HIVl-SubO- und/oder HIV2- Antikorper spezifisch bindeflihig ist und an eine Festphase gebunden ist oder 
gebunden werden kann, 

mindestens einen Rezeptor R4, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich genchteten 
inVl-, IIEVl-SubO- und/oder inV2-Andkorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung U-agt, 
mindestens einen Rezeplor R5, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich 
gerichteten. HTV1-, HTVI-SubO- und/oder HI V2- Antikorper spezifisch bindefahig ist und an eme Festphase gebun- 
den ist oder gebunden werden 'kann, 13 • U 
mindestens einen Rezeptor R6, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich 
gerichteten HIV1-, HIVl-SubO- und/oder HI V2- Antikorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung u-agt, so- 
wie gegebenenfalls weitere ubliche Hilfsstoffe, 

'^0 Reagenzienkit gemaB Anspruch 19 dadurch gekennzeichnet, daB als Rezeptoren Rl und R2 die Antikorper, die 
von den Zellinien MAK<p24>M-6A9/5 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2310), MAK<p24>M-4Bl/l (Hinterle- 
gungsnr. DSM ACC2299), MAK<p24>M-6D9/4 (Hinterlegungsnr. DSM ACC2300), oder MAK<p24>M-2E7/3 
(Hinterlegungsnr. DSM A(:(:2301), produziert werden, eingesetzt werden. 
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21. Teststreifen, enthaltend mindestens einen Rezeplor Rl, der mit dem p24-Antigen von fflVl, HIVl-SubO und/ 
Oder dem p26-Antigen von HIV2 spezifisch bindefahig ist. und an eine Fesiphase gebunden ist oder gebunden wer- 

den kann, ^ / , , . • 

mindestens einen Rezeptor R2, der mit dem p24- Antigen von HIVl, HTVl-SubO und/oder dem p26- Antigen von 
fflV2 spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragi, wobei die von Rl und R2 erkannten Epitope verschieden 

mindestens einen Rezeptor R3, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich gerichteten 
HIV1-, HIVl-SubO- und/oder HIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und an eine Festphase gebunden ist oder 
gebunden werden kann, 

mindestens einen Rezeptor R4, der mit dem zu besiimmenden, gegen ein Antigen aus dem env-Bereich genchteten 
inVl-, lUVl-SubO- und/oder IIIV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragi, 
mindestens einen Rezeptor R5, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich 
gerichteten HTVl-, HTVl-SubO- und/oder HTV2-Antikorper spezifisch bindefahig ist und an eine FeRtpha<;e gebun- 
den ist oder gebunden werden kann, - . . 
mindestens einen Rezeptor R6, der mit dem zu bestimmenden, gegen ein Antigen aus dem pol- oder gag-Bereich 
gerichteten HIVl- und/oder HIV2-Antik6rper spezifisch bindefahig ist und eine Markierung tragi, sowie gegebe- 
nenfalls weitere ubliche HiLfsstoffe. 
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